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CAMILA OLIVEIRA DE VASCONCELOS

Leishmania (Viannia) braziliensis é a principal espécie envolvida na leishmaniose
tegumentar americana. O hamster € o modelo mais susceptivel as espécies do
subgénero Viannia. O surgimento das lesdes esta relacionado a carga infectiva
inicial, influenciando a gravidade, a evolucgéo clinica e as alteracdes histopatoldgicas
na doenca. Neste estudo, foi avaliado o perfil imunocelular inflamatério induzido por
diferentes cargas infectivas de L. braziliensis e a sua relagdo com a evolugao e
gravidade da infeccdo, em modelo hamster. Hamsters (n=60) foram infectados na
pata (via intradérmica) com promastigotas de L. braziliensis com 10*, 10° e 10° e a
mensuracao da espessura da pata foi realizada semanalmente por 45 dias. No 15° e
45° dia poés-infeccdo, os animais foram submetidos a bolsa de ar subcutanea com
indculo de 10° parasitos. Foram coletados a pata infectada e o linfonodo de
drenagem da lesdo (LN), bem como o exsudato e o tecido da bolsa de ar, para
avaliacdo de parametros, tais como: recrutamento e fenétipo celular (bolsa de ar),
carga parasitaria (pata e LN; RTgPCR), expressao de citocinas (pata e LN;
RTgPCR) e aspectos histopatoldgicos (pata e tecido da bolsa de ar). Observou-se
que o tempo de surgimento das lesfes foi inversamente relacionado a concentracao
do in6culo, enquanto os aspectos das lesdes, carga parasitaria e alteracfes
histopatologicas foram diretamente relacionados a concentracdo do indculo.
Observou-se ainda um perfil misto de expresséo de citocinas, nos 3 indculos e nos
tempos avaliados. Observou-se também baixa modulacdo de IL-4 e TGF-f nos
animais infectados com 10%, o que pode ter contribuido para a discreta carga
parasitaria e lesdes mais benignas, ao contrario do que foi observado com 10°. Nos
indculos 10° e 10° observou-se uma aparente desregulacdo da resposta
imunolégica, com alta expresséo de citocinas, provavelmente relacionado ao maior
estimulo antigénico. Em suma, os resultados mostraram uma tendéncia do inéculo
10* induzir um controle mais eficiente da infeccdo, mediado provavelmente pela
baixa modulacdo das citocinas IL-4, IL-10 e TGF-B. Ao contrario, o inéculo 10°
mostrou tendéncia a um controle menos efetivo, e mesmo mediante a alta expressao
de IFN-y e iINOS, induziu também IL-4 e TGF-3, 0 que pode contribuir para o curso
cronico da doenca. Além disso, os dados sugerem também que o perfil de citocinas
produzidas na primo-infec¢cdo no linfonodo pode ter influenciado o tipo e quantidade
de células que foram recrutados no tecido da bolsa de ar.

Palavras-chave: Leishmania braziliensis, bolsa de ar subcutanea, citocinas, infiltrado
inflamatorio, hamster, primo-infeccao.
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ABSTRACT
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Leishmania (Viannia) braziliensis is the main species involved in American
tegumentary leishmaniasis. Hamster is the most susceptible model to the species of
the subgenus Viannia. The appearance of the lesions is related to the initial
infectious load, influencing the severity, the clinical evolution and the
histopathological changes in the disease. In this study, the inflammatory
immunocellular profile induced by different infective loads of L. braziliensis and its
relation with the evolution and severity of the infection was evaluated in a hamster
model. Hamsters (n = 60) were infected in the footpad (intradermal way) with L.
braziliensis promastigotes with 10*, 10° and 10° and the footpad thickness
measurement was performed weekly for 45 days. On the 15th and 45th day after
infection, the animals were submitted to a subcutaneous air pouch with inoculum of
10° parasites. The infected footpad and lesion drainage lymph node (LN), as well as
the exudate and the air pouch tissue, were collected for evaluation of parameters
such as: recruitment and cell phenotype (air pouch), parasitic load (footpad and LN,
RTgPCR), cytokine expression (footpad and LN; RTgPCR) and histopathological
aspects (footpad and tissue of the air pouch). It was observed that lesion appearance
was inversely related to the concentration of the inoculum; while lesion aspects,
parasite load and histopathological changes were directly related to the concentration
of the inoculum. A mixed profile of cytokine expression was also observed in the 3
inocula and in the evaluated times. Low modulation of IL-4 and TGF-B was also
observed in the animals infected with 10*, which may have contributed to the mild
parasite load and more benign lesions, contrary to what was observed with 10°. In
the inocula 10° and 10° was observed an apparent deregulation of the immune
response, with high expression of cytokines, probably related to the major antigenic
stimulus. In summary, the results showed a tendency of the inoculum 10* to induce a
more efficient infection control, probably mediated by the low modulation of IL-4, IL-
10 and TGF-B cytokines. In contrast, the inoculum 10° showed a trend towards a less
effective control, and even through the high expression of IFN-y and iNOS, it also
induced IL-4 and TGF-B, which may contribute to the chronic course of the disease.
In addition, the data also suggest that the cytokine profile produced in the lymph
node primo-infection may have influenced the type and the amount of cells that were
recruited into air pouch tissue.

Keywords: Leishmania braziliensis, subcutaneous air pouch, cytokines, inflammatory
infiltrate, hamster, primo-infection.
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1 INTRODUCAO

1.1 Situacéo do problema

As doengas negligenciadas, embora, afetem milhares de pessoas ao redor do
mundo, ainda ndo dispbéem de tratamentos eficazes ou adequados. Em sua maioria,
sdo doencas infecciosas que atingem principalmente pessoas com condi¢cfes socio-
econbmicas precarias, em areas tropicais e subtropicais, a exemplo das
leishmanioses. Apesar das medidas adotadas nos programas de controle nos
altimos anos, as leishmanioses continuam apresentando uma incidéncia alta, em
varias regiées do mundo (WHO, 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as leishmanioses estao
entre as onze doencgas infecto-parasitarias de maior importancia no mundo, sendo a
segunda entre as causadas por protozoarios (WHO, 2017).

As leishmanioses compreendem duas apresentacdes clinicas, leishmaniose
visceral (LV) e leishmaniose cutanea (LC), onde a evolu¢cdo da infeccdo vai
depender da espécie do parasito, da viruléncia da cepa, da quantidade de parasitos
inoculados no momento da infeccéo e da resposta imunolégica do hospedeiro. Estas
manifestacdes clinicas variam desde lesdes cutaneas simples até casos mais graves
associados com disseminacdo para outros locais da pele ou mucosa, podendo
ocorrer também visceralizacdo dos parasitos (Pearson et al., 2005; Scorza et al.,
2017).

As leishmanioses atingem 98 paises situados em regides tropicais e
subtropicais. Estima-se que 700 mil a 1 milhdo de novos casos ocorram anualmente
em todo o mundo, com cerca de 20 a 30 mil mortes. Dos novos casos anuais, 50 a
90 mil sdo de LV, forma mais grave da doenca, responsavel pela maioria dos casos
fatais; e 0,6 a 1 milh&o séo de LC (WHO, 2017).

No contexto mundial, o Brasil se destaca por estar entre sete mais
acometidos pela LV, entre os seis paises mais acometidos pela LC, e entre 0s
quatro mais acometidos pela leishmaniose mucocutanea (LM), tornando-as

importante problema de saude publica em nosso pais (WHO, 2017).
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Figura 1 — Endemicidade da leishmaniose cutanea no mundo em 2015
Fonte: WHO (2017).

[EE8 No autochthonous cases reported

Nas Ameéricas, a LC é conhecida como leishmaniose tegumentar americana
(LTA), ocorrendo desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com
excecdo do Chile e Uruguai (Brasil, 2017).

No Brasil, a LTA encontra-se difundida em todas as regides federadas, com
namero de casos variando de 18 a 35 mil por ano entre os anos de 1990 e 2015
(Brasil, 2017). No Brasil, a LTA é causada por diferentes espécies de protozoarios
do género Leishmania, sendo que as espécies L. (Viannia) braziliensis, L. (V.)
guyanensis e L. (Leishmania) amazonensis sao as mais frequentemente associadas
a doenca humana (revisto por Da-Cruz; Pirmez, 2012).

No Ceara, as formas tegumentares humanas tém como agente etioldgico
principal L. (V.) braziliensis (Vasconcelos et al., 1988), espécie capaz de
desenvolver quadros de leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose
mucocutanea, no qual pode haver, principalmente, o comprometimento das mucosas
da orofaringe, com elevada morbidade e a forma cutanea disseminada (LCD),
relativamente rara, geralmente em pacientes imunossuprimidos (Pearson et al.,
2000; Sousa et al., 2006; Scorza et al., 2017).



1.2 Leishmaniose tegumentar americana (LTA)

O espectro clinico da LTA depende de interagbes complexas que abrangem
parasito e hospedeiro, tais como: a espécie de Leishmania, sua capacidade infectiva
e 0 estado imunolégico e nutricional do hospedeiro (Pearson; Sousa 1996; Scorza et
al., 2017). Enquanto no Velho Mundo as espécies causam formas benignas e com
frequéncia auto-limitadas, no Novo Mundo, as manifestacbes da LTA vao desde
formas mais brandas, com lesdo U(nica, até formas mais graves, com
comprometimento mucoso (Blum et al., 2004; Scorza et al., 2017).

A leishmaniose cutanea localizada é a apresentacao clinica mais prevalente
de LTA, caracterizada por baixo parasitismo tecidual e considerada benigna, uma
vez que responde bem a terapéutica antimonial, podendo mesmo evoluir para a cura
espontanea (Da-Cruz; Pirmez, 2012; Scorza et al., 2017). Geralmente nado traz
ameaca a vida, mas pode ser socialmente estigmatizante, pela possibilidade de
causar cicatrizes desfigurantes (Scorza et al., 2017).

Em regibes onde L. braziliensis € endémica, aproximadamente de 1 a 10%
dos pacientes com LCL evoluem para LM (Scorza et al., 2017). Esta € considerada
uma forma grave, onde as lesfes sdo destrutivas, localizadas em areas distantes do
local do inéculo, no caso, o trato respiratorio superior. Nessa apresentacao clinica, a
exacerbagdo da resposta imune aos antigenos de Leishmania e a cronicidade da
doenca impdem dificuldades no manejo terapéutico, a despeito da escassez de
parasitos (Da-Cruz; Pirmez, 2012). Os casos de LM evoluem mais frequentemente
com resisténcia terapéutica e reativagcdo da lesdo, em comparacdo com a LCL
(Amato et al., 2007).

A forma disseminada, também chamada de leishmaniose cutanea
disseminada, causada por espécies de Leishmania do subgénero Viannia, como a L.
braziliensis, tem emergido como altamente prevalente em algumas regifes do Brasil
(Carvalho et al.,, 1994; Turetz et al.,, 2002; Machado et al., 2011). A LD é
caracterizada por um grande numero de lesdes pleomorficas, em duas ou mais
regides anatbmicas ndo contiguas, que compreendem uma mistura de lesdes tipo
acneiformes, papulares, nodulares e ulceradas (Machado et al., 2011). Os pacientes
podem responder ao tratamento, mas requerem, muitas vezes, mdltiplo ou um
regime mais longo de tratamento do que LCL (Hashiguchi et al., 2016).

Poucos sdo os estudos experimentais conduzidos com espécies do
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grande importancia na Ameérica Latina (De Moura et al., 2005; Salay et al., 2007). No
caso de L. braziliensis, provavelmente a escassez se deve a dificuldade no
crescimento desse parasito em cultura e na obtencéo das formas infectivas in vivo, e
principalmente a baixa susceptibilidade dos camundongos a infeccdo por essa
espécie (Neal; Hale 1983; De Moura et al., 2005).

A maioria das linhagens de camundongos é resistente a infeccdo por
espécies do subgénero Viannia, particularmente L. braziliensis. Dentre o0s
camundongos mais utilizados, o BALB/c € o mais susceptivel, apesar da leséo
produzida ser benigna (nodular e ndo ulcerada) e apresentar curso rapido de
evolugao, culminando com a cura em poucas semanas. Portanto, ndo existe um bom
modelo murino capaz de reproduzir a infeccdo natural de espécies de Leishmania do
subgénero Viannia (Oliveira et al., 2004; Hommel et al., 1995).

Diferente do modelo murino, o hamster é altamente susceptivel a infeccéo por
espécies do subgénero Viannia, podendo ser considerado um modelo experimental
para estudo de LTA causada por espécies como L. braziliensis, L. panamensis e L.
guyanensis (Travi et al., 1988; Oliveira et al., 2004; Gomes-Silva et al., 2013). As
lesbes geradas pela infeccdo tendem a se desenvolver rapidamente nesse modelo
apresentando curso cronico de evolugcédo, o que permite monitoramento por longos
periodos, Util em estudos terapéuticos e imunoldgicos. Além disso, a infeccdo
cutdnea no hamster reproduz muitos dos aspectos observados na infeccdo humana
como a linfoadenopatia, a metastase cutanea e a capacidade de montar uma
resposta protetora em lesdes secundarias (Hommel et al., 1995). Nesse sentido, o
hamster preenche as caracteristicas necessarias como modelo adequado no estudo
das leishmanioses, principalmente pela susceptibilidade as espécies do subgénero
Viannia (Mears et al., 2015).

1.3 Aspectos imunopatoldgicos de LTA

A inflamacédo é uma resposta do tecido a um dano e é caracterizada na fase
aguda pelo aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular com
acumulacéo de fluidos, leucocitos e mediadores inflamatorios, como as citocinas. A
fase crbnica é caracterizada pelo desenvolvimento da resposta imunologica celular e
humoral aos patdégenos presentes no local inflamatério. Durante o0 processo

inflamatorio, varios fatores solUveis estdo envolvidos no recrutamento de leucécitos,



aumentando a expressdo de moléculas de adesao e de quimioatracao (Teixeira et
al., 2006). Muitos desses mediadores solUveis regulam a ativacdo de células
residentes como fibroblastos, células endoteliais, macréfagos teciduais e mastécitos,
e recrutam novas células inflamatérias como monacitos, linfocitos, neutrofilos e
eosinofilos; além disso, alguns desses mediadores desencadeiam também uma
resposta sistémica (Feghali; Wright, 1997).

A resposta imunologica inata caracteriza-se por ser inespecifica e rapida e
nao gerar memoria imunologica, podendo, entretanto, ser crucial para limitar a
replicacdo e a propagacdo de agentes infecciosos, nos momentos iniciais da
infeccdo (Bachmann; Kopf, 2002; Le Bom; Tough, 2002). Uma vez ultrapassada a
barreira fisico-quimica pelo patdégeno, a resposta imunoldgica inata utiliza outros
recursos, como os polimorfonucleares (PMN), mondcitos, macrofagos, células
dendriticas (CD), células natural killer (NK), linfécitos T natural killer (NKT), ativacéo
dos receptores “toll-like” e fracbes do complemento, dentre outros (Pasare;
Medzhitov, 2005).

Células sentinelas, incluindo CDs, macréfagos e linfécitos T yd, também
expressam varios receptores para citocinas e, junto com as células do tecido,
produzem quimiocinas iniciando a cascata da resposta inata (Spellberg, 2000). A
interacdo patégeno-receptor “toll-like” induz a expressdo de moléculas de adesao e
coestimuladoras, e a liberacdo de citocinas e quimiocinas como IL (interleucina) -1q,
IL-8, IL-12 e IFN (interferon) -y. Consequentemente ocorre a migragao de células
inflamatorias para o sitio lesado (Schroder et al., 2006).

Embora os macréfagos sejam as principais células hospedeiras para
Leishmania, mondcitos, células dendriticas e neutrdfilos, que sao recrutados para o
local da infeccdo, podem se infectar e tém importantes e distintos papéis na
formacao da resposta imunolégica a infeccao (Scott; Novais, 2016).

Quando fagocitadas por neutrofilos, as particulas estranhas sao destruidas
por enzimas proteoliticas estocadas nos granulos dos PMNs e pela producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Awasthi et al., 2004). Nas leishmanioses, a
prépria Leishmania produz uma proteina quimioatraente chamada fator quimiotatico
de Leishmania (LCF), que pode atrair PMNs como neutrofilos, mas néo atrai outros
leucdcitos como mondcitos e células NK (van Zandbergen et al., 2002). Em
humanos, os PMNs que contém Leishmania sdo capazes de secretar quimiocinas
como CXCL8, que é essencial para atrair mais PMNs para o local da infec¢do (Laufs
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a producao de IFN-y induzido pela quimiocina CXCL10, sugerindo que Leishmania
inibe a atividade das células T helper 1 (Th1l) e NK (van Zandbergen et al., 2002).

Os PMNs sao células fagociticas que podem favorecer ou promover a morte
da Leishmania, sendo responséveis em controlar inicialmente o parasito (Lima et al.,
1998). Tem sido demonstrado que Leishmania pode sobreviver dentro de neutréfilos
nas primeiras horas ou primeiros dias apos a infec¢do (Laufs et al., 2002; van
Zandbergen et al., 2004) e pode atrasar, embora ndo evite, a apoptose espontanea
dos neutréfilos (Aga et al., 2002).

Duas hipéteses tém sido propostas para a interacao inicial Leishmania-
neutrofilo. Na primeira, o neutréfilo seria um local de reflgio temporario para os
parasitos, e na segunda, o neutréfilo seria o local de adaptacdo da Leishmania para
parasitar macrofagos. Ambas ocorrem simultaneamente, e mostram como a
Leishmania é adaptada para usar a resposta natural do hospedeiro para sobreviver
e se desenvolver (Peters et al., 2008).

Os neutrofilos sdo rapidamente recrutados para o local da infeccdo por
Leishmania (Peters et al., 2008), mas seu papel é complexo. Eles podem matar os
parasitos ou proteger contra a infec¢cdo, dependendo da espécie do parasito e do
hospedeiro. Os neutrofilos também podem contribuir no controle de L. braziliensis e
L. amazonensis interagindo com macrofagos infectados (Novais et al., 2009; De
Souza-Carmo et al., 2010). Em contrapartida, a absorcédo de neutrofilos apoptéticos
por macréfagos e CDs ap0s infeccdo por L. major pode limitar a ativacdo de
macrofagos e CDs, levando a uma melhor sobrevivéncia parasitaria (Savill et al.,
2002; van Zandbergen et al., 2004).

Um estudo da leséo inicial mostra que outras células, além dos macrofagos,
servem como hospedeiras para os parasitos em diferentes momentos da infeccao.
Durante as 18 h iniciais de infec¢do, a maioria das células infectadas sao neutrdfilos,
entretanto, entre 48 horas e 7 dias ap0s a infecgcdo, a proporcdo dos neutréfilos
infectados diminui e os macréfagos tornam-se as células infectadas predominantes
(Peters et al., 2008). Resultados semelhantes foram documentados em um modelo
de infecgéo por L. infantum (Thalhofer et al., 2011), no qual os macréfagos eram as
células hospedeiras infectadas predominante com 2 a 7 dias de infeccdo. Esses
estudos sugerem que a formacdo de lesdes cutédneas se correlaciona com o
desenvolvimento da imunidade adaptativa (Belkaid et al., 2000; Peters et al., 2008).

Outro estudo relata que a infiltracdo dos neutroéfilos ocorre em dois momentos
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frequentes no local da infeccdo com L. panamensis (dentro de 2 a 6 horas de
infecc@o). A magnitude da primeira infiltracdo de neutrofilos € modesta e ndo tem
efeitos aparentes na carga parasitaria, nem no desenvolvimento clinico da leséo
inicial. A segunda infiltracdo de neutréfilos € mais intensa que a primeira, e é
associada a uma lesdo aumentada, ulceracédo da pele, necrose e a carga parasitaria.
Os neutroéfilos na segunda infiltragéo tém reducdo da funcdo oxidativa, producao de
oxido nitrico e expressao de GM-CSF. No entanto, eles expressam citocinas anti-
inflamatorias e proteases que provavelmente contribuem para a patologia do tecido
na lesado cronica (Peniche et al., 2017).

Na segunda infiltracdo dos neutrdéfilos, as lesbes continham grande numero
de macrofagos infectados e parasitos extracelular. Esses dados corroboram com
observacdes anteriores de neutréfilos associados a macrofagos parasitados e
abundante presenca de amastigotas livres no fluido extracelular das lesdes de
humanos (Daboul, 2010). O recrutamento dos neutréfilos pode ser induzido por
amastigotas livres, que agem como quimioatraentes (van Zandbergen et al., 2002)
ou pelos macréfagos inflamatérios. E possivel que os fatores quimiotaticos
produzidos pelos proprios parasitos (Rousseau et al., 2001) e citocinas inflamatérias
(Lopez et al., 2009) estimulam o massivo recrutamento de neutréfilos nas lesbes
cronicas mais parasitadas.

Os macrofagos sédo o segundo tipo celular que chegam ao local da infeccéo,
atraidos no inicio por produtos da saliva e 2 a 3 dias depois por quimiocinas
(Teixeira et al., 2006). Leishmania pode induzir quimiocinas que atraem monacitos,
como CCL2 (Badolato et al., 1996). Além de atrair mondcitos e macrofagos, CCL2
pode atrair outras células como CDs e NK, que possuem CCR2, receptor para CCL2
(Allavena et al., 1994; Ritter; Moll, 2000). Nas leishmanioses humanas, CCL2 e
CCL3 sdao responsaveis pela ativacao dos macréfagos nas lesbes da pele, sugerindo
que macroéfagos estimulados pela acdo sinérgica de CCL2 e IFN-y podem matar os
parasitos na LC (Muzio et al., 2000).

Embora Leishmania consiga diferenciar-se em amastigota e proliferar dentro
de células dendriticas (Prina et al., 2004), os macréfagos sao as células hospedeiras
preferenciais, nas quais 0s parasitos proliferam intensamente no interior dos
fagolisossomos (Konecny et al., 1999). Esse tipo de célula é especializado em
destruir patégenos invasores, mas Leishmania possui mecanismos sofisticados que
inibem estas células no desempenho de sua funcdo. Leishmania impede a ativagédo
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das citocinas que induzem a funcdo dos macréfagos necessaria para uma resposta
imunoldgica efetiva (Moll, 2000).

Os mondécitos inflamatérios e CDs também sdo recrutados para o local da
infeccdo e nos primeiros dias tornam-se as ceélulas dominantes infectadas com
Leishmania (Ribeiro-Gomes et al.,, 2012). Mesmo dentro das primeiras horas de
infeccdo, algumas CDs e mondcitos séo infectados com os parasitos. A
consequéncia da infec¢cdo por mondcitos € marcadamente diferente da infeccdo de
macrofagos. Os mondcitos apresentam uma forte explosdo respiratéria apdés a
infeccdo, levando ao controle precoce dos parasitos, enquanto que os macrofagos
precisam ser ativados por IFN-y para matar os parasitos (Gongalves et al., 2011).

Sabe-se que ao ingerir PMNs apoptoticos, a producdo de citocinas pro-
inflamatorias pelos macréfagos € inibida, através de mecanismos envolvendo TGF
(fator de crescimento de transformacédo) -B, prostaglandina E2 e fator ativador de
plaqueta (Fadok et al., 1998; Ribeiro-Gomes et al., 2004). Esses eventos contribuem
para uma entrada silenciosa da Leishmania nos macréfagos, e em outros tipos
celulares (Laskay et al., 2003; Laskay et al., 2008).

Os eosindfilos, juntamente com os neutréfilos chegam inicialmente no local da
infeccdo por patégenos em geral, incluindo Leishmania (Andrade et al., 1984; Lima
et al.,, 1998; Pompeu et al.,, 1991; Teixeira et al., 2005). Por muito tempo, 0s
eosinofilos foram consideradas células ndo especificas, com atividade anti-
microbiana mediada pela secre¢do de granulos. O papel dos eosinéfilos durante a
infeccdo por Leishmania tem sido pouco investigado, inclusive em infeccbes
experimentais. Os poucos estudos ja realizados demonstraram que 0s eosinofilos
representam 15% do infiltrado celular no local da infeccdo por L. major em
camundongos resistentes (C57BL/6), ndo sendo identificado em camundongos
susceptiveis (BALB/c) (Beil et al., 1992). Observou-se também que os eosindéfilos do
sangue periférico de humanos podem transcrever acido ribonucléico mensageiro
(RNAmM) para uma variedade de citocinas, incluindo TNF (fator de crescimento
tumoral) -a, IL-4, IL-5, IL-10 e IFN-y, sugerindo, portanto, que os eosinofilos podem
ter um importante papel na funcéo das citocinas em doencas humanas (Nakajima et
al., 1996).

Atualmente se sabe que os eosindfilos podem influenciar o desenvolvimento
da resposta imune adaptativa de trés formas. Primeiro, os eosindfilos podem
funcionar como células apresentadoras de antigenos (Padigel et al., 2006; Blanchard
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aumentaram sua expressao do MHC Il (complexo maior de histocompatibilidade de
classe ll), direcionando a resposta imunolégica para um fendétipo do tipo Th2
(Padigel et al., 2006), e evidéncias sugerem a habilidade da apresentacdo de
antigenos também na reacéao inflamatéria alérgica (Akuthota et al., 2010). Segundo,
os eosinodfilos podem facilitar a resposta imune inata através da ativacdo de
neutrofilos, basdéfilos e mastécitos (Blanchard et al., 2009; Akuthota et al., 2010).
Terceiro, os eosinofilos podem moldar a resposta imune adaptativa induzindo a
maturacdo de CDs e modulando a resposta das células Thl e Th2 (Rodriguez;
Wilson, 2014).

As linhas iniciais de defesa contra patégenos invasores séo barreiras fisicas e
quimicas. Exemplos de barreiras quimicas incluem a pele e as membranas
mucosas, ambas revestidas com mastocitos. Durante muito tempo, 0os mastocitos
foram apenas implicados na mediacdo de respostas alérgicas, mas evidéncias
emergentes indicam que desempenham papéis iniciais fundamentais nas respostas
imunes inatas e adaptativas. Primeiro, os mastécitos podem produzir NO e uma
grande variedade de moléculas pro-inflamatorias, muitas das quais armazenadas em
granulos citoplasmaticos e liberadas em poucos minutos de ativacédo (Bidri et al.,
2001; Gali et al.,, 2005). Em segundo lugar, os mastdcitos podem reconhecer e
fagocitar micrébios através de CD48, receptores do complemento e receptores “toll-
like” (Bidri et al., 1997; Awasthi et al., 2004). Evidéncias crescentes demonstram que
a exposicdo de mastocitos a produtos bacterianos, virais e de parasitos induz a
secrecdo de mediadores pré-formados e/ou a sintese de citocinas e quimiocinas
(Rodriguez; Wilson, 2014).

Os sintomas da infec¢éo sao resultados de uma resposta inflamatoria local, e
um estudo sugere que 0s mastdcitos sdo, em parte, responsaveis por mediar a lesédo
inflamatoria local induzida por L. major (Wershil et al., 1994). Ha evidéncias que 0s
mastocitos favorecem uma resposta do tipo Th2 através da liberacdo de histamina,
IL-4 e IL-13 (de Oliveira et al., 2005). Romao e colaboradores (2009) observaram
que a degranulacdo dos mastdcitos antes da infeccdo por L. major reduziu nao
somente sua habilidade em exacerbar a inflamacédo pela liberacdo de histamina,
mas também sua habilidade em promover uma resposta adaptativa do tipo Th2, o
gue pode antagonizar o desenvolvimento de uma resposta Th1l curativa.

A complexidade nas func¢des dos mastocitos durante infecgédo por Leishmania
vai além das diferencas de cada hospedeiro. O namero relativo de mastocitos pode
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de L. brazilensis apresentavam o maior nimero de mastocitos, enquanto as lesbes
causadas por L. amazonensis mostravam o contrario (Tuon et al., 2008). Os autores
especulam que as variagcbes nas quimiocinas e/ou citocinas induzidas pelos
parasitos, assim como a genética dos individuos, também podem resultar nas
diferencas observadas nos infiltrados de mastécitos. Ambos o0s estudos em
camundongos e humanos indicam que os mastocitos desempenham um papel na
resposta inflamatéria durante a LC, mas a extensdo da infiltracdo e o fendtipo
funcional dos mastécitos variam de acordo com as espécies de Leishmania e a
origem do hospedeiro (Rodriguez; Wilson, 2014).

Entretanto, mais recentemente, Paul e colaboradores (2016) consideram
improvavel o envolvimento de mastocitos no desenvolvimento clinico da LC.
Segundo os autores, a LC murina se desenvolve independente dos mastocitos e que
0s mesmos nao influenciam a funcdo imunomoduladora na diferenciacéo das células
T. Os autores concluiram também que, os mastdcitos ndo sao fontes importantes de
IL-4 e, portanto, ndo devem influenciar na progressao da doenca.

As células NK tém sido descritas como tendo importante papel nas infec¢des
por Leishmania. Células NK migram para a derme de camundongos infectados com
L. major 24 horas apoés a infeccdo (Laskay et al., 1995). Foi demonstrado também
gue a migracédo de células NK em camundongos resistentes infectados com L. major
estd associada com a expressao da quimiocina CXCL10 (Vester et al., 1999). In
vivo, células NK sdo as principais fontes de IFN-y junto com linfécitos Th1 e uma
atividade precoce destas células pode influenciar a cinética da resposta Thl, como
foi relatado por Martin-Fontecha e colaboradores (2004). Esses autores observaram
que células NK também sdo capazes de migrar para linfonodos estimulados,
mediadas pelo receptor CXCR3 (receptor para CXCL10 e CXCL9) e gue nestes
sitios estas células sdo a fonte inicial de IFN-y, citocina necessaria para a
polarizacéo de Thl. Além disso, CXCL10 também recruta células Thl CXCR3+ que
sdo capazes de secretar maior quantidade de IFN-y no sitio inflamatério (Ritter;
Korner, 2002).

As APCs (células apresentadoras de antigenos), como os macrofagos, CDs,
células de Langerhans e células de Kupffer, capturam, internalizam e processam o
patdgeno, selecionando o antigeno a ser apresentado a molécula do MHC de classe
Il para que seja reconhecido pelo linfécito T auxiliar (Abbas et al., 2013). As CDs
chegam ao sitio de inoculacao sob a influéncia de quimiocinas ou citocinas liberadas
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10



pertencem a um grupo heterogéneo de células migratérias derivadas da medula
Ossea, especializadas em reconhecer, englobar, transportar e processar antigenos.
Estas células desempenham um papel chave na resposta imunoldgica adaptativa
porque sao as primeiras e uUnicas células capazes de apresentar antigenos aos
linfécitos T virgens, como também s&o responsaveis em ativar as ceélulas NK
(Moreno, 2007), fazendo a ponte entre a resposta inata e a adaptativa. As CDs sao
potentes células apresentadoras de antigenos (APCs) e podem induzir uma eficiente
ativacdo das células T (Guermonprez et al., 2002). Alguns estudos sugerem que a
regulacéo negativa da expressao do receptor de quimiocina CCR7 pela L. donovani
impede a migracao das CDs, sendo esta uma estratégia do parasito em evadir-se do
sistema imunoldégico, contribuindo na progressao da doenca (Ato et al., 2002).

Macrofagos e CDs secretam IL-12, citocina que atua nos linfocitos T e nas
células NK, estimulando a producdo de IFN-y e promovendo a diferenciacdo de
linfécitos T. A citocina IL-12 desempenha um papel decisivo no direcionamento da
resposta Thl, a qual € indispensavel a eliminacdo de patdégenos intracelulares.
Portanto, a apresentacdo de antigenos pelas APCs aos linfécitos T constitui a
interface entre a resposta imunologica inata e a resposta imunologica adquirida
(Nacy et al., 1991; Bohem et al., 1997; Yoshida et al., 2001).

Células T efetoras s@o capazes de produzirem distintas citocinas que podem
migrar para o local da infeccéo e regular a eficiéncia da resposta imunologica contra
Leishmania no local da infeccdo e nos linfonodos de drenagem. Essas respostas
sdo bem conduzidas pelas células Thl CD4+ T, produzindo IFN-y e TNF-a, em
conjunto com citocinas regulatérias, como IL-10. Assim, a natureza da resposta
celular CD4+ T durante a fase ativa de LC e durante a resolucdo da doenca é
associada com a producao de citocinas inflamatorias, como TNF e IFN-y, mesmo na
presenca de IL-10, uma citocina regulatéria que age inibindo a producédo de TNF
(Gollob et al., 2014).

Em pacientes com LC por L. braziliensis, foi detectada a producao de IFN-y e
IL-10 nas lesdes de pele (Costa et al., 2015). E possivel que as células T
regulatorias CD4+ CD25+ IL-10+ TGF-B+ estejam envolvidas na modulacdo da
resposta imunoldgica efetora nas lesdes de pele por Leishmania em humanos.
Esses resultados sugerem que IL-10 e TGF- sédo produzidas pelas células T CD4+
CD25+ no local da infeccéo por L. braziliensis (Campanelli et al., 2006). No caso da
infeccdo por L. panamensis, tanto a doenga em humanos quanto no modelo animal

apresenta uma producédo mista de citocinas (Castilho et al., 2010). Juntamente com
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IFN-y, existe uma producdo concomitante de IL-10, IL-13, IL-17 e TNF-a. Esta
resposta imune mista pode ser parcialmente responsavel pela patologia da doenca
(Ribeiro-Roméo et al., 2016).

Existem muitas complexidades na imunidade da leishmaniose. E bem
documentado que a resisténcia a leishmaniose € relacionada ao desenvolvimento da

resposta Thl e producdo de citocinas proé-inflamatérias 1L-12, 1I-1, IFN-v, TNF-q,

e/ou IL-2 que leva a ativagdo de macréfagos e morte dos parasitos (von Stebut et al.,
2003; Sacks et al., 2002). Ao contrario, a susceptibilidade a infeccdo € ligada ao
desenvolvimento de resposta Th2 e producéo de citocinas Th2 como IL-4, IL-5, e/ou
IL-13, levando a replicacao e persisténcia do parasito (Sacks et al., 2002; Kropf et
al., 2005).

No entanto, ainda persitem varios paradoxos sobre o papel da resposta
imunologica na imunoprotecdo e imunopatologia da LC. Por exemplo, embora a
resposta Thl e a producdo de citocinas pro-inflamatérias tenham papéis
fundamentais para a imunoprotecdo contra LC (Sacks et al., 2002; Nylén; Eidsmo,
2012), a sua producdo excessiva pode conduzir concomitantemente a
imunopatologia grave na doenca (Matrtin; Leibovich, 2005; Pasparakis et al., 2014).
Ao contréario, o desenvolvimento de Th2 estd associado a persisténcia dos parasitos
no local da infeccdo (Nylén; Eidsmo, 2012), mas a produ¢do das citocinas anti-
inflamatorias em niveis mais baixos também atenua as reacdes inflamatorias e
acelera o processo de cura (Gause et al., 2013; Pasparakis et al., 2014). Além disso,
outras células T, como células Th1l7, que produzem citocinas inflamatorias (IL-22, IL-
17 e/ou IFN-y) (Seder et al., 2008), e T reguladoras (Treg), que produzem citocinas
reguladoras (IL-10 e/ou TGF-B) contribuem para progressao ou melhoria da doenca,
dependendo da espécie de Leishmania e também da caracteristica genética do
hospedeiro.

Duas importantes citocinas pro-inflamatorias, IFN-y e TNF-a, estdo envolvidas
na imunoprotecdo e imunopatologia da LC. Essas citocinas tém papéis essenciais
no controle de agentes patogénicos intracelulares e de células tumorais, mas o
aumento da producdo dessas citocinas pode levar ao surgimento de doencas
autoimunes (Schoenborn; Wilson, 2007). IFN-y é produzido principalmente pelas
células Thl CD4+, linfoécitos T CD8+ citotoxicos, células NK. Esta citocina estimula a
producdo de Oxido nitrico em macrofagos ativados e inibe o crescimento do parasito

intracelular (Sharma; Singh, 2009). Além disso, IFN-y promove a diferenciacdo de

12



células T CD4 + para Thl e inibe o desenvolvimento de células Th2 e Thl7
(Amatoama et al., 1999).

TNF é principalmente produzido por macréfagos que desempenham um papel
crucial na eliminagédo de Leishmania ativando macr6fagos com consequnte sintese
de NO (Liew et al., 1997). Camundongos C57BL/6 deficientes em TNF e infectados
com L. major apresentaram infeccao visceral fatal, apesar da producédo de IFN-y e
IL-12 por macrofagos (Wilhelm et al., 2001). Uma correlagdo positiva entre o
tamanho da lesdo com niveis de IFN-y e TNF foi observada em pacientes com LC
infectados com L. braziliensis. Pacientes com maiores lesbes apresentaram niveis
mais elevados de IFN-y e TNF apesar da presenca de IL-10 no local da infecgcao
(Pompeu et al., 2001; Bacellar et al., 2002; Antoneli et al., 2005).

Os niveis de IFN-y e TNF foram menores em individuos assintomaticos
infectados por L. brazilienzis do que em pacientes com sinais tipicos de LC (Ivonise,
et al.,, 2002). Pacientes com sinais tipicos da doenca apresentaram niveis
excessivos de IFN-y e TNF com reages inflamatorias e Ulceras de pele, enquanto
em pacientes subclinicos, a producdo moderada de IFN-y e TNF foi associada ao
controle do crescimento do parasito sem destruicdo tecidual (lvonise et al., 2002).
Embora a producdo de IFN-y e TNF parece ser necessaria para o controle de
infeccdo por Leishmania, aumento dos niveis dessas citocinas pode levar a
destruicdo de tecidos e ao desenvolvimento progressivo das lesdes, como ja
mencionado acima.

Os dois principais mecanismos responsaveis pelo controle de Leishmania sao
a producdo de ROS, gerada pela explosdo respiratoria que ocorre durante a
fagocitose, e a producdo de NO, gerada pela enzima 6xido nitrico sintase induzida
(INOS) apos a ativacado de macrofagos por IFN-y (Green et al., 1990; Bodgan et al.,
1990). Embora Leishmania seja sensivel a ROS, a explosao respiratoria que ocorre
nos macréfagos nao ativados apoés a infeccéo é insuficiente para matar os parasitos
(Nacy et al., 1981), uma vez que os parasitos podem inibir a geracdo de ROS nos
fagolisossomos (Matheoud et al.,, 2013). No entanto, IFN-y aumenta a explosao
respiratoria em macrofagos, levando a uma maior eficiéncia na eliminacdo dos
parasitos (Novais et al., 2014). Ao contrario, monécitos humanos e de camundongos
podem mediar a morte do parasito produzindo altos niveis de ROS sem ativagéo
prévia (Goncalves et al., 2011; Novais et al., 2014). Como NO pode atravessar as
membranas celulares, ele provoca tanto a morte dos parasitos intracelulares quanto

das células infectadas, produtoras de NO (Olekhnovitch et al., 2014).
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No entanto, o papel do NO em seres humanos é menos claro. Apesar da
expressao de iNOS ter sido detectada em lesdes de pacientes com LC (Qadoumi et
al., 2002), nédo foi observada mudanca na expressao do gene humano que codifica
INOS (NOS2) em lesbes de pacientes com LC comparada com a pele normal
(Novais et al., 2014). Assim, embora NO seja o principal mediador para matar
Leishmania em camundongos, os reais papéis de ROS e NO no controle da
Leishmania em humanos ndo s&o ainda muito claros.

IL-6 € uma citocina pleiotropica que atua tanto como pro e anti-inflamatoria, é
produzida por varios tipos de células, incluindo macréfagos, CDs e células T
(Scheller et al., 2011). Além disso, essa citocina atua como fator de crescimento
para a célula B (Titus et al., 2001) e junto com TGF-a estimula o desenvolvimento da
resposta Thl7 e produz IL-17 e IL-10 (McGeachy et al., 2007). Experiéncias em
animais demonstraram que IL-6 promove resposta Th2 em LC (Moskowitz et al.,
1997; Saha et al., 1999). Titus e colaboradores (2001) relataram que a producao de
ambas as citocinas Thl e Th2 diminuiram nos camundongos BALB/c IL-6-/-
infectados por L. major, mas néo houve diferenca significativa entre espessura da
leséo e carga parasitaria, quando comparados com 0s animais tipo selvagem.

Embora IL-10 seja conhecida por ser uma potente citocina imunorreguladora,
ela é produzida por diferentes células da imunidade inata (CDs, macrofagos,
mastocitos, células NK, eosindfilos, neutrofilos) e células da imunidade adaptativa
(Thl, Th2 e Th1l7, células Treg, células T CD8 + e células B) (Belkaid et al., 2002;
O’Garra; Vieira 2007; Saraiva; O’Garra, 2010). Além disso, IL-10 suprime ativacao
de macréfagos e maturacéo de CDs. A producao de IL-10 pelas células Thl limitam
as respostas imunes contra infec¢des parasitarias intracelulares, como L. major e
Toxoplasma gondii (O’Garra; Vieira, 2007). Esta citocina esta associada a
susceptibilidade a leishmaniose e a persisténcia do parasito no local de infeccéo
(Belkaid et al., 2001).

Apesar dos efeitos supressivos da IL-10, que levam a progresséao da doenca
e a persisténcia do parasito na LC, esta citocina € um imunoregulador vital que
modula a imunopatologia e os danos nos tecidos causados pela excessiva resposta
imune Thl e de suas citocinas inflamatorias, especialmente IFN-y (Gomes-Silva et
al., 2007). Portanto, IL-10 atua como uma espada de dois gumes que suprime a
resposta imune celular e a producéo de citocinas inflamatérias (IFN-y e TNF-a) que
levam a persisténcia do parasito no local da infeccéo, e por outro lado, IL-10 inibe a
imunopatologia exacerbada e danos ao tecido através do aumento da producéo de
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citocinas inflamatorias, desempenhando um papel central na remodelacéo do tecido
durante a cicatrizagcéo das lesdes (Castellano et al., 2015).

A citocina IL-4 desempenha um papel importante na diferenciacédo de células
ThO em células Th2 (Kopf et al.,, 1993). IL-4 é produzida principalmente por Th2,
mastocitos, basofilos e eosindfilos ativados (Zamorano et al., 2003). A producéo de
IL-4 conduz a regulacdo positiva de arginase e a biossintese de poliaminas que
inibem a atividade leishmanicida de macréfagos e prolonga a sobrevivéncia dos
parasitos (Kropf et al., 2005). IL-4 limita a geracdo de citocinas Thl através da
inibicdo da producéo IL-12 (Szabo et al., 1997). Além disso, IL-4 diminui a producao
de quimiocinas que recrutam células de tipo Thl no local da infec¢éo (Lazarski et al.,
2013).

Estudos mostraram um papel importante da IL-4 na susceptibilidade a
infecgao por Leishmania. Na infecgdo por L. major em BALB/ c, a neutralizagéo de
IL-4 inibiu o desenvolvimento da resposta Th2 e aumentou quatro vezes o nivel de
IFN-y nos linfonodos, levando a cura completa em 85% dos animais infectados e
diminuicdo da infeccdo em 100% dos animais (Sadick et al., 1990). Heinzel e
colaboradores (1989) relataram que IL-4 foi expresso apenas em camundongos
BALB/c infectados com L. major, mas ndo em camundongos C57BL/6. Outro estudo
mostrou que o bloqueio do gene IL-4 em camundongos BALB/c infectados por L.
major ndo promoveu a polarizagéo da resposta Thl e nao teve efeito na cicatrizagao
da lesdo e na eliminacéo do parasito (Noben-Trauth et al., 1996).

Citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y, estimulam os macrofagos
tipicamente ativados (M1) para produzir INOS e a consequente liberacdo de NO e
morte dos parasitos, enquanto as citocinas Th2 tais como IL-4 e IL-13 estimulam os
macrofagos alternativamente ativados (M2) a induzirem a atividade de arginase que
resulta em sobrevivéncia do parasito e inibicdo da inflamacgdo. O equilibrio entre M1
e M2 regula as respostas inflamatorias e leva & homeostase no sistema de
imunidade e na cicatrizacédo de feridas (Gordon; Martinez, 2010).

TGF-B é um fator de crescimento pleiotrépico com significantes propriedades
anti-inflamatérias e imunossupressoras, desempenhando papel central na
homeostase do sistema imunolégico (Hansen et al., 2000). E produzido por
diferentes células, incluindo células T CD4+, Tregs, mondcitos, neutréfilos e DCs
(Grotendorst et al., 1989; Gorelik; Flavell, 2002; Tran et al., 2012; Speck et al.,
2014). TGF-B suprime tanto a resposta imunoldgica adaptativa quanto a inata,

inibindo a funcdo de células inflamatérias e promovendo a funcdo das células Treg
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(Laouar et al., 2005; Lucas et al., 2000). TGF- suprime também a diferenciagao de
células T em Thl e Th2 (Sad et al., 1994; Gorelik et al., 2000), assim como a
geracdo de células T ativadas pela inibicdo da producéo de IL-2 e IL-1. Essa citocina
aumenta a suscetibilidade a infeccdo por Leishmania pela supressao de NO, TNF e
producdo de IFN-y (Kedzierski; Evans, 2014), como também exacerba a infeccao
por L. amazonensis e L. braziliensis via estimulacdo da producéo de citocinas Th2
tais como IL-10. Li e colaboradores (1999) mostraram que na auséncia de TGF-(3,
mesmo com a resposta tipo Th2 dominante, niveis relativamente baixos de IFN-y
sao suficientes para ativar macréfagos e matar parasitos intralesionais. Portanto,
TGF-B é uma citocina imunorreguladora crucial que limita as reac¢des inflamatorias

através de uma regulacdo negativa de citocinas inflamatoérias na leishmaniose.

1.4 Aspectos histopatolégicos e clinico-evolutivos de lesdes no hamster como
modelo de LTA

As principais caracteristicas histopatologicas em lesdes cronicas de hamsters
infectados com Leishmania do subgénero Viannia é a presenca de uma reacgao
granulomatosa, cujos macréfagos em arranjos epitelidides apresentam-se
vacuolizados e com numero variado de parasitos, além de linfcitos, plasmdécitos,
neutroéfilos e eosinofilos ao redor ou infiltrados no granuloma, podendo haver ou néo
necrose (Wilson et al., 1979; Kahl et al., 1991; Almeida et al., 1996; Osorio et al.,
2003; Corréa et al., 2007; Gomes-Silva et al., 2013). Assim como nos hamsters, a
formacdo de granuloma mediado pela infeccdo por L. braziliensis é o principal
achado histopatologico observado na doenca humana (de Magalhdes et al., 1986;
Souza-Lemos et al., 2008), além da presenca de infiltrado histiolinfoplasmaocitario,
com ou sem células gigantes multinucleadas e necrose (Mehregan et al., 1999;
Hepburn, 2000), porém, outros padrbes podem ser observados de acordo com o
estagio da doenca (Gherstich et al., 1999; Mehregan et al., 1999).

Diferentes padrBes histopatolégicos podem ser encontrados nas lesbes de
hamsters dependendo também do tempo de evolucdo da doenca. A fase inicial da
infeccdo é caracterizada por um infiltrado inflamatério misto, constituido por
macréfagos, neutrdéfilos, eosindfilos e linfécitos, e a fase cronica da doenca é
caracterizada pela reagdo granulomatosa que se estabelece a partir de 15 dias de
infecgéo (Kahl et al., 1991).
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As alteracdes histopatologicas também séo influenciadas pelo tamanho do
indculo de Leishmania. Inéculos menores (10%) mostram menor comprometimento
inflamatério local com reacdo granulomatosa mais localizada. Ao contrario, em
indculos com maior nimero de parasitos (10° e 10°, observa-se reacdo
granulomatosa maior e com presenca de necrose (Ribeiro-Romao et al., 2014).

Além da espécie utilizada na infeccdo, variagbes intraespecificas na
infectividade do isolado de parasito utilizado devem ser levadas em consideragao
para definir o tamanho do inéculo a ser utilizado na infeccdo, uma vez que a espécie
L. braziliensis esta associada a um baixo crescimento e desenvolvimento das formas
infectantes in vitro, necessitando de um inoculo elevado para garantir a infeccdo em
camundongos (Oliveira et al., 2005). Em estudo onde hamsters foram infectados
com diferentes concentracdes de parasitos, inéculos muito baixos (102 e 10%) de L.
braziliensis ainda foram capazes de levar ao desenvolvimento de lesdes (Wilson et
al., 1979).

Outros estudos que avaliaram diferentes isolados de L. braziliensis obtidos de
lesbes cutaneas e de lesdes mucosas de pacientes, mostraram diferencas nos
periodos de pré-paténcia das lesdes no modelo hamster, tanto entre isolados
obtidos somente de lesdes cutaneas (Sinagra et al., 2007), quanto daqueles
oriundos de lesdes cutaneas e mucosas (Kahl et al., 1991), sugerindo a existéncia
de variacdo na viruléncia entre isolados de uma mesma espécie.

As condi¢cdes dos inoculos utilizados em infeccdo experimental também
influenciam o desenvolvimento da doenca, onde fatores como o pH do meio de
cultivo e a forma evolutiva dos parasitos inoculados tém relacdo direta com o
desenvolvimento das lesdes. Em contrapartida, fatores associados ao hospedeiro,
incluindo o local anatémico de inoculacéo e a via de infeccéo, assim como género,
idade e a condi¢do imunoldgica, também podem influenciar no processo patoldgico
(revisto por Gomes-Silva et al., 2013).

A via de inoculacdo é também um fator muito importante envolvido no
surgimento e evolucdo da infeccdo, quando hamsters foram inoculados com
promastigotas de L. braziliensis por diferentes vias (Wilson et al.,, 1979). A via
intradérmica foi mais eficiente que a via subcutanea quanto a infeccédo e ao inicio
das lesdes. Quando animais foram infectados com 10? parasitos por via subcutanea,
levaram praticamente o mesmo tempo para desenvolverem lesdo quando

comparados com animais infectados com 10°, por via subcutanea. Assim, a via
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intradérmica usada no estudo mostrou que € necessario um inodculo muito menor
para o desenvolvimento da leséo (Wilson et al., 1979).

O numero de parasitos inoculados também €& um fator importante para
determinar o tempo de surgimento das lesfes e o desenvolvimento da doenca.
Hamsters infectados com diferentes indculos, tanto de L. braziliensis quanto de L.
panamensis, apresentaram menores periodos de incubacao da doenca quanto maior
0 numero de parasitos no inéculo (Zeleddn et al., 1969; Wilson et al., 1979; Osorio et
al., 2003). Estes trabalhos mostraram que para o desenvolvimento de lesdes no
focinho, foram necessarios de 100 a 1000 parasitos (Osorio et al., 2003).

O local de inoculagdo dos parasitos também influencia no curso da doenca no
hamster, uma vez que infec¢bes realizadas na pata, focinho e orelha com L.
braziliensis mostraram ser mais bem sucedidas quando comparadas as infec¢cdes no
flanco (Wilson et al., 1979). Isto se deve provavelmente a menor temperatura
observada na pele das extremidades corpéreas e nas diferencas na microcirculacéo
da derme, que podem favorecer a presenca dos parasitos (Zeledén et al., 1969;
Osorio et al., 2003). Além desses fatores, a resposta imune local pode influenciar no
controle ou exacerbacdo da infeccdo. Lesdes resultantes da inoculacdo de L.
braziliensis e L. panamensis no focinho de hamsters desenvolveram-se mais
rapidamente, além de terem apresentado evolu¢do mais grave e maior ulceracao
guando comparadas com as lesGes na pata (Zéledon et al., 1969; Osorio et al.,
2003). Foi observado que a expressao génica de citocinas pro-inflamatérias e anti-
inflamatoérias foram maiores nas lesdes do focinho, consideradas mais graves, do
que nas lesdes da pata (Osorio et al., 2003).

Embora estudos sobre reinfeccdo com Leishmania do subgénero Viannia
sejam escassos, Osorio e colaboradores (1998) observaram protecdo parcial
heter6loga em hamsters infectados com formas nao infectivas de L. major e
desafiados com L. panamensis, representada por lesées menores quando
comparadas ao grupo controle. Esses dados sugerem que uma imunidade parcial
pode ser gerada no modelo, a despeito da alta susceptibilidade do modelo as

espécies do subgénero Viannia.
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1.5 Modelo da bolsa de ar subcutanea

O modelo da bolsa de ar foi desenvolvido inicialmente por Selye (1953a), para
estudar os mecanismos da hidrocortisona na resisténcia dos tecidos a agressoes,
utilizando o 6leo de créton como estimulo. Uma grande vantagem que este modelo
de inflamacé&o in vivo oferece é a criagdo de um ambiente “limpo”, delimitado por
uma estrutura que recobre o limite interno, semelhante a uma membrana sinovial. A
formacdo desta cavidade permite a coleta e a andlise fenotipica das células que
migram em resposta a uma pequena quantidade de estimulo. Além do mais é uma
cavidade semi-independente de tamanho e estrutura reprodutiveis (Selye, 1953b).
Ao contrario das cavidades naturais do corpo, como a cavidade peritoneal, a injecdo
de agentes irritantes na cavidade da bolsa ndo afeta diretamente outros érgdos do
corpo, por exemplo, figado, rim e baco. O grau de inflamac&o pode ser avaliado pelo
peso e espessura da parede da bolsa, pelo volume de exsudato, e a composi¢cao
quimica e celular dos véarios componentes da bolsa também pode ser estudada
(Selye 1953b; Robert; Nezamis, 1957).

A técnica da bolsa de granuloma de Selye (1953b) permite o estudo tanto da
reacdo inicial aguda do tecido local quanto do estagio posterior de reparo. Os dados
guantitativos podem ser obtidos em termos do peso do tecido de granuloma, a
espessura da capsula inflamatoria e o volume do exsudato inflamatério. E pode-se
distinguir com preciséo entre tecido "antigo" e recém-formado adjacente. Até no caso
de animais desnutridos, cujas bolsas eram muitas vezes malformadas, a separacao
do tecido reativo era possivel. O exame das caracteristicas do exsudado acumulado
e do tecido de granuloma formado, obtido a partir de ratos sacrificados durante
varios periodos experimentais, exibiu uma uniformidade consideravel. Além disso, 0
isolamento de bactérias da bolsa, no caso de infeccdo acidental, sugere que pode
servir como um tipo de sistema de cultura de tecidos in vivo para o cultivo de virus e
outros microorganismos, e, como tal, poderia ser usado para estudar o efeito da
desnutricdo em varias reacdes durante a infeccdo: Crescimento de microorganismos
inoculados experimentalmente, resposta especifica e inespecifica de anticorpos,
reacoes histoquimicas e metabdlicas (Taylor et al., 1967).

As bolsas de ar sdo tecnicamente faceis de realizar e a analise de fluidos é
simples e pode ser repetida com trauma minimo. O tecido da bolsa € uniforme e
pode ser cortado perpendicularmente a superficie de forma consistente. As

caracteristicas do tecido sdo uma superficie interna sem membrana basal e um
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revestimento variavel de células mononucleares misturadas. Nas bolsas de ar com
mais de 5 dias de idade, estd presente uma camada superficial predominantemente
mononuclear de células. Antes disso, a superficie € revestida em células
polimorfonucleares (Sedgwick et al., 1985),

A formacdo da membrana sinovial é resultante do rompimento mecéanico do
tecido conectivo subcutaneo devido a inoculagédo de ar. Apos a formacéo inicial da
bolsa de ar, ja é possivel observar a formag¢do desta membrana, o que permite o
estudo de estimulos com atividade inflamatéria (Edwards et al., 1981; Sedgwick et
al., 1983). Varios trabalhos tém utilizado este modelo para estudos que avaliam o
efeito de estimulos na inflamacdo aguda e crbénica até a formacdo de tecido de
granulacdo. A estimulacéo da bolsa de ar com lipidio A permitiu a avaliacdo do papel
do CD44 e IL-1a na resposta inflamatéria induzida por este estimulo (Matsukura et
al., 1998). Em um trabalho que comparava o efeito de trés corticéides in vivo, foi
possivel detectar diferencas na velocidade e intensidade anti-inflamatéria dos
farmacos testados (Rull et al., 2003).

Alguns trabalhos tém demonstrado a utilidade do modelo da bolsa de ar
também na avaliacdo da resposta inflamatoria induzida por Leishmania. A utilizagéo
deste modelo em camundongos possibilitou a deteccéo de diferencas na resposta
inflamatoria inicial e producdo de citocinas e quimiocinas induzidas entre L. major e
L. donovani ou entre diferentes cepas de L. braziliensis (Matte; Ollivier, 2002;
Teixeira et al., 2005), assim também como a resposta inflamatéria induzida por L.
infantum associada com saliva de Lutzomyia longipalpis (Vasconcelos et al., 2014).
Em outro trabalho, utilizando o modelo da bolsa de ar, também foi possivel observar
o efeito modulatério da Leishmania na inducdo da proteina tirosina fosfatase (SHP-
1) do hospedeiro (Forget et al., 2005).

1.6 Justificativa

As leishmanioses ainda sdo um grave problema de saude publica, e o cenario
atual ndo apresenta perspectivas robustas para um novo tratamento menos téxico e
mais eficaz ou vacina. O estudo das leishmanioses em modelo experimental € de
extrema importancia para o entendimento da dinamica do processo patologico, bem
como para o teste de novos farmacos e potenciais candidatos vacinais. A principal

espécie responsavel pela leishmaniose tegumentar nas Américas e no Brasil € a L.
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(V.) braziliensis, e sua importancia reside ndo s6 na sua ampla distribuicdo
geografica como também na possibilidade de desenvolver a forma mucosa, mais
grave e de tratamento mais dificil. Apesar da grande importancia dessa espécie na
leishmaniose tegumentar, poucos estudos sdo realizados em modelo experimental,
principalmente devido a resisténcia a infeccdo apresentada pela maioria das
linhagens de camundongos. O modelo hamster se destaca pela alta susceptibilidade
as espécies do subgénero Viannia, apresentando muitos dos aspectos
imunopatoldgicos envolvidos na doenca humana. Porém, é subutilizado pela falta de
reagentes imunolOogicos comerciais, necessarios para uma investigacdo mais
detalhada dos mecanismos imunopatolégicos envolvidos na doenca.

Levando em consideracdo que o tamanho da lesdo é um parametro essencial
na avaliacdo da eficacia de um candidato vacinal para a leishmaniose cutanea, foi
observado em trabalhos anteriores que o nimero de promastigotas de Leishmania
influenciou no tempo de manifestacdo clinica da doenca, no aspecto clinico, no
curso evolutivo e no tamanho final das lesdes e sugeriu que na fase inicial da
infeccdo, a diferenca no niumero de parasitos inoculados podera ditar o inicio do
desenvolvimento da resposta imunoldgica adaptativa, com consequente
manifestacdo clinica da doenca e a magnitude dessa resposta, determinando entédo
a fase crbnica da infeccdo. A identificacdo dessa dindmica do processo inflamatorio
€ de extrema importancia para esclarecer melhor as diferencas na evolucao e
gravidade das lesbes induzidas por diferentes cargas infectivas. Neste trabalho foi
analisado o perfil imunocelular inflamatério induzido com diferentes inéculos no
modelo de bolsa de ar subcutanea em hamster e a sua relagdo com a evolugéo e

gravidade da lesdo na leishmaniose cutanea.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Avaliar o perfil imunocelular inflamatério induzido por diferentes cargas
infectivas de Leishmania braziliensis, e a sua relagdo com a evolucao e

gravidade da infecgcdo em modelo hamster.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a influéncia de diferentes inéculos na quantidade e no tipo de
leucécito que € recrutado para o sitio de inoculagdo na bolsa de ar
subcutanea;

2. Investigar se a quantidade e o tipo de leucocitos recrutados para o sitio de
inoculacdo na bolsa de ar subcuténea e no seu tecido séo influenciados por
infeccdo prévia na pata, com diferentes concentracdes dos inoculos;

3. Avaliar a evolucéo da espessura da lesdo e a carga parasitaria das patas e
linfonodos de animais submetidos a infeccdo com diferentes cargas
infectivas;

4. Determinar o perfil de citocinas induzido na pata e no linfonodo regional,
apos infeccao prévia com diferentes concentracées dos indculos, e avaliar
sua relacdo com o perfil celular recrutado na bolsa de ar subcutanea,;

5. Analisar o padrdo histopatol6gico nas lesdes de patas infectadas com
diferentes in6culos, relacionando com a evolugéo e a gravidade da doenca;

6. Avaliar as alteracdes histopatologicas do tecido da bolsa de ar de animais
previamente infectados na pata e determinar e se isto € influenciado pelos

diferentes concentracfes dos inéculos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Animais

Foram utilizados hamsters adultos (n=90) de ambos os sexos, 6 a 10
semanas de idade, pesando em torno de 80 a 90g, provenientes do Biotério do
Departamento de Patologia e Medicina Legal, Universidade Federal do Ceara. Os
animais foram mantidos em temperatura ambiente, com racdo comercial apropriada
e agua ad libitum. Os procedimentos experimentais foram submetidos e aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do
Ceara (N° 92/2014).

3.1.2 Parasito

A cepa de Leishmania (Viannia) braziliensis (MCAN/BR/98/R619) foi utilizada
nos experimentos. A viruléncia dos parasitos foi mantida através de passagem
regular em hamster dourado. Os parasitos foram cultivados a 25°C em meio N.N.N.,
contendo Schneider suplementado com 20% de soro bovino fetal inativado (SBF),
2% de urina humana estéril, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina.
Para as infecgfes, foram utilizadas promastigotas em fase estacionaria com até 5

passagens de cultivo.

3.2 Metodologia para o Objetivo 1

3.2.1 Bolsa de ar subcutanea

As bolsas de ar subcutaneas foram preparadas segundo a técnica descrita
por Muller e colaboradores (2001), com algumas modificacdes (Teixeira et al., 2005).
Resumidamente, ap0s a anestesia dos animais com quetamina e xilazina, 0s
estimulos, num volume total de 100 pL, foram injetados imediatamente apds a

injecdo de 5 mL de ar estéril, aspirado no fluxo laminar, no dorso dos animais. Os
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estimulos utilizados continham salina estéril; lipopolissacarideo (LPS, Sigma, St.
Louis, MO, EUA) 20ug/mL (Teixeira et al., 2005) ou promastigotas de L. braziliensis
na fase estacionaria, nas concentracdes de 10%, 10 e 10° diluidas em salina estéril.
ApoOs 12 horas, 4 a 5 animais de cada grupo foram letalmente anestesiados
(halotano) e as bolsas foram lavadas com 10 mL de salina estéril a fim de coletar os
leucocitos do exsudato. O exsudato recuperado foi centrifugado a 100g por 10 min a
4°C, e o sedimento celular ressuspenso em uma solugdo de PBS + BSA 10%
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) e utilizado para a contagem total e diferencial das
células. As células totais foram contadas diretamente em camara de Neubauer, apos
coloragéo com solucdo de Turk e a contagem diferencial foi feita microscopicamente
em preparacdes coradas com Panético® (RenyLab, MG, Brasil), apds passar por
citocentrifuga 500 rpm, 5 min (Cytospin, Shandon, St. Paul, MN, EUA).

T )

':\ .
Bolsa de ar (5 mL)
~ A
Estimulos 100 pL > 3 Leishmania braziliensis 10*

12h >

Salina estéril

4
—

A S Leishmania braziliensis 10°

Lavagem da bolsa de ar
Leishmania braziliensis 10°

A (W]
-\..

(10 mL salina)
v

Contagem celular (Neubauer)

Diferencial (Citospin)

Figura 2 — Fluxograma esquematico do desenho experimental 1. Inducéo de resposta
inflamat6ria no modelo de bolsa de ar em hamsters com diferentes indculos de
Leishmania (Viannia) braziliensis

Fonte: Elaborag&o prépria.

3.3 Metodologia para os Objetivos 2,3 e 4
3.3.1 Infeccdo e acompanhamento da espessura da lesdo de pata
Os animais (60) foram divididos em 3 grupos (20 animais por grupo) e

inoculados na pata posterior direita com promastigotas de L. braziliensis, via

intradérmica, com diferentes concentragdes dos parasitos (10%, 10° e 10°%) em 20 uL
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salina (Tabela 1). A espessura das lesdes foi medida semanalmente com
paquimetro de escala circular (Mitutoyo, Japdo) por 45 dias, sendo a lesao
representada pela diferenca de tamanho entre a pata infectada e a contralateral néo

infectada.

3.3.2 Formacéao da bolsa de ar subcutanea

Ap6s 15 e 45 dias da infeccdo prévia na pata com os indculos 10%, 10° e 10°
promastigotas de L. braziliensis (Tabela 1), 4 a 6 animais de cada grupo foram
submetidos ao procedimento para formacdo da bolsa de ar subcutanea, como
descrito na metodologia do Objetivo 1. Apds 12 horas da inoculacdo, tempo onde
ocorre 0 pico maximo de recrutamento (Vasconcelos et al., 2014), os animais (4
animais do estimulo com salina e 6 animais (estimulo com Leishmania) foram
letalmente anestesiados (halotano) e as bolsas foram lavadas com 10 mL de salina
estéril a fim de coletar os leucdcitos do exsudato. As células totais foram contadas
diretamente em camara de Neubauer, apds coloracdo com solucdo de Turk e a
contagem diferencial foi feita microscopicamente em preparacdes coradas com
Panotico®, apos passar por citocentrifuga (Cytospin: 500 rpm, 5 min). Os

experimentos foram realizados em duplicata.

Tabela 1 — Grupos de animais utilizados no segundo experimento

Infeccdo na pata posterior Bolsa de ar com Bolsa de ar
direita (inoculos salina estéril com L. braziliensis
utilizados) (in6culo fixo de 10°)
10* Grupo 1 (n =8) Grupo 2 (n =12)
10° Grupo 3 (n = 8) Grupo 4 (n =12)
10° Grupo 5 (n = 8) Grupo 6 (n = 12)

Fonte: Elaboracao prépria.

3.3.3 Extracao de RNA e DNA

Os fragmentos de tecido obtidos do local da infecgcao e dos linfonodos de
drenagem foram conservados em 1 ml de Trizole (Life Technologies, California,
EUA) e armazenados a -20°C até o momento da extragdo dos acidos nucleicos.
Para obtencdo do RNA, as amostras foram lisadas com auxilio do homogeneizador
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de tecidos Ultra-Turrax Dispenser (IKA, Wilmington, EUA). Os lisados foram tratados
com 10uL de proteinase K (Invitrogen Corporation, Califérnia, EUA) a 56°C por 30
minutos. ApO0s a adicdo de 200uL de cloroférmio, as amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas, para a separacao das fases organica e aquosa. O
RNA total foi extraido a partir da fase aquosa, utilizando o RNeasy mini Kit (Qiagen,
Austin, Texas, EUA), conforme as especificacfes do fabricante. Apds remocéo da
fase aquosa, a precipitacdo sequencial com etanol extraiu o DNA a partir da fase
organica, para quantificacdo da carga parasitaria. O DNA foi precipitado em 0,3 ml
de etanol a 100%. Apdés precipitacao por centrifugacédo, o DNA foi lavado duas vezes
em 1 ml de solucao de citrato de sédio (0,1 M) em etanol a 10% (com intervalo de 30
minutos entre cada lavagem). Em seguida, o DNA foi lavado em 1,5 mL de etanol a
75%, e o pellet foi seco ao ar e dissolvido em 400 pL de solucdo de hidréxido de
sédio (8 mM). O RNA e DNA foram armazenados a -80°C e -20°C, respectivamente,
até a sua utilizacdo. O RNA foi quantificado por espectrofotometria em Picodrop
P200 (Astranet Systems, UK) e, posteriormente, tratado com DNase | (Promega
Corporation, Madison WI, EUA). A transcricéo reversa foi realizada a partir de 2,0 ug
de RNA tratado, utilizando o High Capacity Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), conforme especificacdes do fabricante. O cDNA
resultante foi dosado por fluorometria, no equipamento Quibit® 3.0 Fluorometer (Life
Technologies, Eugene, Oregon, USA), utilizando o kit single strand DNA (ssDNA).

3.3.4 Expresséo génica

A quantificacdo da expressdo génica por RT-gPCR foi previamente
padronizada para sequéncias de citocinas e moléculas descritas para a espécie M.
auratus (hamster dourado) e consideradas importantes na imunopatogénese da LTA
humana, listadas a seguir: IFN-y, TGF-, TNF, IL-10, arginase, iNOS, IL-4, IL-6 e 0s
genes de referéncia GAPDH e y-Actina, através do método do Ct comparativo
(DDCt), utilizando iniciadores ja descritos na literatura (Ribeiro-Romao et al., 2016).
(Tabela 2). Para a reacédo de PCR em Tempo Real, para cada alvo foram utilizados
20ng de cDNA em um volume de 2 L, utilizando Power SYBR Greene PCR Master
Mix (Life Technologies, EUA), em volume final de 10uL por poco, em duplicata. Os
ensaios foram realizados em placas de 384 pocos, no equipamento ViiAtv 7 Real-

Time PCR System (Applied Biosystems, EUA), que integra a plataforma
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PDTIS/FIOCRUZ de PCR em Tempo Real (RPT09A), em colaboracdo com o Dr.
Otacilio Moreira (Laboratério de Biologia Molecular e Doengcas Endémicas -
IOC/FIOCRUZ). As condigbes da PCR foram as seguintes: um ciclo de 10 minutos a
95°C seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto. Apos a
amplificacdo, a curva de dissociacéo foi realizada com uma desnaturacao inicial a
95°C por 5 segundos, seguidos de 15 segundos a 50°C e aquecimento continuo de
0,1°C/s a 90°C. A especificidade dos produtos amplificados foi confirmada através
da presenca de um unico pico nas curvas de dissociacdo. Os iniciadores foram
utilizados nas concentracées 100nM forward X 100nM reverse, exceto IL-4, que foi
utilizado as concentragbes de 200nM X 200nM. Os resultados foram expressos em
2-AACt

(fold change), e amostras provenientes de animais controles (n&o infectados)

foram utilizadas como calibradores.

Tabela 2 — Alvos e sequéncias de iniciadores para quantificacdo de citocinas, iNOS e
arginase de hamster utilizados nos ensaios de RT-gPCR em Tempo Real

Alvo Sequéncia Tamanho do Referéncia
amplicon
GAPDH Fw 5-GGT TGC CAA ACC TTA TCA GAA ATG-3' 69 pb Ribeiro-Romao et al.,
Rv 5-TTC ACC TGT TCC ACA GCC TTG-3' 2014
y Actina  Fw 5-ACA GAG AGA AGA TGA CGC AGA TAA TG-3' 70 pb Espitia et al., 2010
Rv 5'-GCC TGA ATG GCC ACG TAC A-3'
IFN-y Fw 5-TGT TGC TCT GCC TCA CTC AGG-3' 130 pb Espitia et al., 2010
Rv 5-AAG ACG AGG TCC CCT CCA TTC-3'
TGF-B Fw 5'-GGC TAC CAC GCC AACTTC TG-3' 81 pb Espitia et al., 2010
Rv 5-GAG GGC AAG GAC CTT ACT GTA CTG-3'
TNE Fw 5-TGA GCC ATC GTG CCA ATG-3' 79 pb Espitia et al., 2010
Rv 5-AGC CCG TCT GCT GGT ATC AC-3'
IL-10 Fw 5-GGT TGC CAA ACC TTA TCA GAA ATG-3' 194 pb Espitia et al., 2010
Rv 5-TTC ACC TGT TCC ACA GCC TTG-3'
1L-4 Fw 5'-CCA CGG AGA AAG ACC TCATCT G-3’ 72 pb Zivcec et al., 2011
Rv 5-GGG TCA CCT CAT GTT GGA AAT AAA-3’
IL-6 Fw 5-GGA CAA TGA CTA TGT GTT GTT AGA A-3’ 99 pb Ribeiro-Rom3o et al.,
RV 5- AGG CAA ATT TCC CAA TTG TAT CCA G-3' 2016
iNOS Fw 5’-TGA GCC ACT GAG TTC TCC TAA GG-3’ 93 pb Osorio et al., 2012
Rv 5-TCC TAT TTC AAC TCC AAG ATG TTC TG-3’
Arginase Fw 5-ACC TAT GTG TCA TTT GGG TGG A-3 163 pb Osorio et al., 2012

Rv 5-GCA GAT ATG CAG GGA GTC ACC-3’
Fonte: Vieira (2017).

3.3.5 Determinacao da carga parasitaria

A mensuracao da carga parasitaria por gPCR foi realizada por quantificacao
absoluta, com base numa curva padréo produzida a partir da contaminacéo artificial
com formas promastigotas de L. braziliensis de amostras de fragmento de pele de
hamster (ndo infectado). Para isso, em 3 mg de pele obtida do dorso da pata

posterior direita do hamster foram adicionadas 10° promastigotas de L. braziliensis, e
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o DNA de ambos foi extraido, como descrito anteriormente. Diluicbes seriadas de
1:10 foram feitas com tampéao Tris-EDTA (TE) para produzir os sete pontos da curva
padrdo variando de 10° a 0,5 equivalentes de parasitos, e de 3 a 3 x 10° mg
equivalentes de pele, respectivamente.

Para a quantificacdo dos parasitos, foram utilizados iniciadores que
amplificam a regido conservada dos minicirculos de kDNA, a 50 nM e 50 nM
(iniciadores direto e inverso, respectivamente) e iniciadores que amplificam o gene
de referéncia GAPDH, a 100 nM e 100 nM. Antes do ensaio qPCR, amostras de
DNA de hamster foram diluidas 1: 500 para melhor adaptarem-se a curva padréo do
parasito. As reacgdes foram realizadas no equipamento ViIATM 7 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), que integra a plataforma
PDTIS/FIOCRUZ de PCR em Tempo Real (RPT09A), em colaboracdo com o Dr.
Otacilio Moreira (LABIMDOE - IOC/FIOCRUZ), com 5 pyL do Power SYBR Green®
PCR Master Mix (Life Technologies, CA, EUA), em um volume final de 10 uL por
poco. As condicdes da PCR foram as seguintes: um ciclo de 10 minutos a 95°C
seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 64°C por um minuto. Apés a
amplificacdo, a curva de dissociacéo foi realizada com uma desnaturacdo inicial a
95°C por 5 segundos, seguidos de 15 segundos a 50°C e aquecimento continuo de
0,1°C/s a 90°C. Os resultados foram obtidos a partir da razdo kDNA/GAPDH e

expressos em equivalentes de parasitos/mg de tecido.

3.3.6 Contagem de mastdécitos

Os cortes foram feitos a partir dos tecidos da bolsa de ar, fixados em formol
tamponado a 10% e embebidos em parafina, e em seguida foram corados com azul
de toluidina. Para as bolsas de ar induzidas pelos estimulos com salina, em animais
previamente infectados na pata (com diferentes indculos) com 15 dias e 45 dias pés-
infeccdo, foram realizados quatro cortes de cada grupo. Para as bolsas de ar
induzidas por 10° de L. braziliensis nos animais previamente infectados na pata
(diferentes indculos) com 15 e 45 dias pos-infeccéo, foram feitos seis cortes de cada

grupo. A contagem foi feita em 10 campos aleatérios com aumento de 400x.
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3.4 Metodologia para os Objetivos 5e 6

3.4.1 Anadlise histopatoldgica

Os cortes histologicos foram feitos a partir dos tecidos da leséo da pata e da
bolsa de ar, fixados em formol tamponado a 10% e embebidos em parafina. As
alteracOes histopatoldgicas foram observadas e analisadas levando-se em conta 0s
seguintes parametros, de acordo com cada tecido: infiltrado inflamatorio,
hemorragia, congestéo, edema, necrose, fibrose, amastigotas, granulomas e células
gigantes. A avaliacdo foi realizada por um patologista veterinario, segundo a
presenca ou auséncia do evento através de escores: 0 (auséncia), 1+ (presenca de
1-25% = discreto), 2+ (presenca de 25-50% = moderado) e 3+ (>50% = intenso),
como ja descrito (Vasconcelos et al., 2014). Tecidos de animais sadios foram

utilizados como controle negativo.

3.5 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média aritmética e erro padréo da
média (EPM), ou mediana e intervalo interquartil. Para verificar a significancia
estatistica entre os grupos infectados e o controle foi aplicado o teste t-Student ou
ANOVA (Kruskal-Wallis, post-test Dunns). A analise dos parametros histopatoldgicos
foi feita levando-se em conta os escores de cada animal. Os testes foram realizados
utilizando-se o Programa GraphPad Prism verséo 5.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). Em todos os testes utilizados, a significancia minima foi aceita

quando P < 0,05 ou P < 0,001, de acordo com o teste utilizado.
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Figura 3 — Fluxograma esquematico do desenho experimental para os objetivos 2 a 6

Fonte: Elaboragé&o prépria.

Legenda: Indugéo de resposta inflamatéria no modelo de bolsa de ar em hamster infectados
na pata com diferentes in6culos de Leishmania (Viannia) braziliensis.
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4 RESULTADOS

4.1 Influéncia do inéculo na quantidade e tipo de leucécito recrutado na bolsa
de ar subcutanea

Inicialmente foi avaliada a quantidade de células presentes no exsudato da
bolsa de ar em resposta aos trés diferentes in6culos apés 12 horas do estimulo. O
tempo de 12 horas foi escolhido porque é quando ocorre 0 pico maximo de
recrutamento celular, de acordo com estudos realizados previamente (Teixeira et al.,
2005; Vasconcelos et al., 2014). Observou-se um aumento significativo do infiltrado
leucocitario com o aumento da carga infectiva. O recrutamento total de leucécitos
induzido pelos inéculos de 10° e 10° parasitos foi 77x10% + 17,2x10* céls/mL e
75x10* + 13,8x10* céls/mL, respectivamente, sendo ambos significativamente
maiores que aquele induzido pelo inéculo 10* (p=0.03; 14x10* + 5,1x10* céls/mL) e
pelo controle Salina (p=0.04; 10x10*+ 1,83x10* céls/mL). Os in6culos de 10° e 10°
sé ndo conseguiram induzir mais leucocitos do que o estimulo com LPS (controle
positivo) (p=0.007; 96x10* + 19,4x10* céls/mL). Vale salientar ainda que o inéculo

10* e Salina induziram recrutamentos semelhante (Figura 4).

150+

125+

100-

75+

504

25+

No. total de leucécitos
(104 céls/mL)

: ) )
Salina LPS 104 105 106
No. parasitos/inéculo

Figura 4 — Quantificacédo de leucécitos recrutados na bolsa de ar subcutanea produzida

em hamster em resposta a presenca de Leishmania (Viannia) braziliensis (10%, 10° e 10°
parasitos)

Fonte: Elaboragéo prépria.

Legenda: O exsudato foi coletado 12h apds inoculacdo dos estimulos. Os leucdcitos foram
enumerados microscopicamente. Os valores representam a média aritmética + erro padréo
da média de 2 experimentos independentes. N=8 (Salina e LPS cada grupo); n=12
(Leishmania cada grupo). *p=0.04 (10° e 10° versus Salina).
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Quando foi avaliado o tipo celular que migrou para o exsudato, de acordo com
cada estimulo, observou-se que o maior recrutamento celular induzido pelos
indculos de 10° e 10° foi devido & maior migracdo de neutréfilos (10° parasitos;
57x10* céls/mL e 10° parasitos; 53,6x10% céls/mL) e linfécitos (10° parasitos;
11,5x10* céls/mL e 10° parasitos; 16x10* céls/mL). Interessante observar também
que o numero de linfécitos aumentou significativamente com o aumento da carga

infectiva. (Figura 5).
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Figura 5 — Quantificagdo dos tipos de leucdécitos recrutados na bolsa de ar subcutanea
produzida em hamster em resposta a presenca de Leishmania (Viannia) braziliensis
(10%, 10° e 10° parasitos)

Fonte: Elaboragéo prépria.

Legenda: O exsudato foi coletado 12h apés inoculacao dos estimulos. Os leucdcitos foram
enumerados microscopicamente. Os valores representam a média aritmética = erro padrao
da média de 2 independentes experimentos. N=8 (salina e lipopolissacarideo - LPS cada
grupo); n=12 (Leishmania cada grupo). *p=0.001 (neutrofilos 10° e 10° versus linfécitos 10°
e 10°), **p=0.0002 (neutrofilos 10° e 10° versus eosindfilos e macréfagos 10° e 10°).

4.2 Influéncia da primo-infecgcdo por Leishmania (Viannia) braziliensis na
guantidade e tipo de leucocitos recrutados na bolsa de ar

O préximo passo foi investigar se a quantidade e o tipo de leucécitos
recrutados para a bolsa de ar seriam influenciados por uma infecgédo prévia. Para
isso, hamsters foram infectados no coxim plantar da pata com L. braziliensis, usando
as concentraces 10% 10° e 10°. Apés 15 e 45 dias de infeccéo foram realizadas
bolsa de ar subcutanea nestes animais com a mesma cepa que foi utilizada na
infecc@o prévia na pata, mas mantendo uma concentragao fixa de 10° parasitos para

o estimulo de todas as bolsas de ar. Os tempos 15 e 45 dias foram escolhidos com o
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objetivo de verificar um tempo de infeccdo ainda bem precoce (fase silenciosa) e
outro com a infeccdo ja estabelecida (inicio da resposta adaptativa). Os resultados
mostraram que ocorreu um aumento significativo no numero de leucdcitos no
infiltrado da bolsa de ar a medida que se aumentou a carga infectiva na pata dos
animais, principalmente apés 45 dias de infeccdo (Figura 6). Aos 15 dias apés a
infeccdo na pata, os inéculos 10* (p = 0.04) e 10° (p = 0.001) mostraram aumento
significativo de leucocitos comparado com o estimulo com Salina na bolsa de ar.
Além disso, observou-se que os animais previamente infectados na pata com
os diferentes in6éculos tiveram um aumento ainda maior (10%, aumento de 2 vezes;
10* e 10° aumento de 3 vezes) no recrutamento celular com 45 dias apés a re-
infeccdo com Leishmania na bolsa de ar quando comparado com 15 dias (Figura 6).
Foi possivel observar ainda que com 45 dias, as duas maiores concentracdes (10° e
10°%) recrutaram um significante maior nimero de células (p=0.009) do que o

estimulo com a menor concentragéo, 10* (Figura 6).
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Figura 6 — Quantificagdo dos leucdcitos recrutados na bolsa de ar subcutanea
produzida em hamsters infectados previamente na pata com
Leishmania (Viannia) braziliensis (10*, 10° e 10° parasitos)

Fonte: Elaboragéo prépria.

Legenda: Os animais foram infectados com 10*, 10° ou 10° parasitos no coxim plantar da
pata e apos 15 e 45 dias de infec¢cao foi realizada a bolsa de ar subcuténea (indculo fixo de
10° parasitos) nestes mesmos animais. O exsudato foi coletado 12h apds inoculacdo dos
estimulos. Os leucdcitos foram enumerados microscopicamente. Os valores representam a
média aritmética + erro padrao da média de 2 experimentos independentes. N=8 (grupo
Salina); n=12 (Leishmania cada grupo). *p=0.0093 (10° e 10°versus 10%).

Em relagéo ao tipo celular encontrado no exsudato, no grafico 7 é possivel
observar que as células que migraram em maior numero para o exsudato da bolsa

de ar foram neutréfilos, seguidos de linfocitos e/ou eosinodfilos, independente do
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estimulo ter sido feito com salina ou Leishmania. Vale salientar que o0 nimero de
neutrofilos induzido foi praticamente duas vezes maior na bolsa de ar dos animais
que foram previamente infectados com 10° e 10° (Figura 7E e 7F) e que receberam o
re-estimulo na bolsa com Leishmania, quando comparado com 0s que receberam

apenas salina no tempo de 45 dias (Figura 7B e 7C).
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Figura 7 — Quantificagdo dos tipos de leucdécitos recrutados na bolsa de ar subcutanea
produzida em hamsters infectados previamente na pata com
Leishmania (Viannia) braziliensis (10% 10° e 10° parasitos)

Fonte: Elaboracao prépria.

Legenda: Os animais foram infectados com 10*, 10° ou 10° parasitos no coxim plantar da
pata e apos 15 e 45 dias de infecgéo foi realizada a bolsa de ar subcutanea (inéculo fixo de
10° parasitos) nestes mesmos animais. O exsudato foi coletado 12h ap6s inocula¢do dos
estimulos. Os leucdcitos foram enumerados microscopicamente. Os valores representam a
média aritmética + erro padrdo da média de 2 independentes experimentos. N=8 (grupo
Salina); n=12 (Leishmania cada grupo).

Com relagcdo aos mastdcitos, diferente do que se observou com a migracao
leucocitaria no exsudato inflamatorio da bolsa de ar, no tecido da bolsa, ndo houve
diferenca no numero destas células em resposta ao estimulo com salina ou
Leishmania aos 15 dias apds a primo-infeccdo na pata (Figura 8A). Entretanto, aos
45 dias pos infeccdo na pata, observou-se nos tecidos da bolsa de ar dos animais
que foram re-estimulados com Leishmania, que a quantidade de mastocitos foi
significativamente maior (p < 0.001) nos tecidos da bolsa de ar dos animais
infectados na pata com os inéculos 10° e 10° em comparagéo ao menor indculo 10*
(Figura 8B). Foi visto também que nos animais infectados com 10° na pata, a

guantidade de mastocitos no tecido da bolsa de ar em resposta a Leishmania foi
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maior comparado a bolsa estimulada apenas com salina, aos 45 dias pos-infec¢cao
(Figura 8B).
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Figura 8 — Quantificagdo de mastdcitos avaliados no tecido da bolsa de ar subcutanea
produzida em hamsters infectados previamente na pata com
Leishmania (Viannia) braziliensis (10% 10° e 10° parasitos)

Fonte: Elaboracao prépria.

Legenda: Os animais foram infectados com 10%, 10° ou 10° parasitos no coxim plantar da
pata e apds 15 (A) e aos 45 (B) dias de infeccdo foi formada a bolsa de ar subcuténea
(in6culo fixo de 10° parasitos ou Salina) nestes mesmos animais. O tecido da bolsa foi
coletado 12h apds inoculagdo dos estimulos. Os mastécitos foram enumerados
microscopicamente. Os valores representam a média aritmética * erro padrao da média de 2
independentes experimentos. N=8 (grupo Salina); n=12 (Leishmania cada grupo). Aumento
400X. * p< 0.001 (10* versus 10° e 10* versus 10°).

4.3 Analise da espessura da lesdo da pata infectada com os diferentes
inéculos

O acompanhamento da evolucdo das lesGes cutdneas apés a infeccdo com
10%, 10° e 10° promastigotas de L. braziliensis procedeu-se semanalmente com a
medida das patas, onde a espessura da lesdo foi determinado pela diferenca entre a
pata infectada e a pata contralateral ndo infectada do mesmo animal. Com relagéo
ao aspecto clinico, observou-se papulas e lesdes nodulares que nao ulceraram
(Figura 9A). A espessura das lesdes dos animais infectados com os inéculos 10° e
10° foi sempre maior que a dos animais infectados com o inéculo de 10* (Figura 9B).
Vale salientar que houve diferenga significante na espessura das lesdes com 45 dias
pds infeccdo, nos grupos 10° e 10° (0.344 + 0.0031mm e 0.450 * 0.0032mm,

respectivamente) comparado com 10 (0.150 + 0.034mm) (Figura 9B).
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Figure 9 — Avaliacdo do tamanho das lesdes de pata de hamster apds infec¢do por
promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis em trés diferentes concentragdes do
parasito (10%, 10° e 10°)

Fonte: Elaboragéo propria.

Legenda: A espessura das lesGes foi definida pela diferenca entre a pata infectada e a
contralateral ndo infectada (expresso em milimetros). (A) Aspectos clinicos das les6es com
45 dias pos-infeccdo. (B) Cinética de desenvolvimento das lesdes cutaneas ao longo de 45
dias pos-infeccdo (média + erro padrdo da media); *p=0,01 (10* vs 10°), +p=0,03 (10 vs
10°), **p= 0,004 (10* vs 10°) ++p= 0,05 (10* e 10°). N= 60.

4.4 Avaliacdo da carga parasitaria do tecido da pata e do linfonodo apés 15 e
45 dias de infeccao com diferentes inéculos de
Leishmania (Viannia) braziliensis

A mensuracdo da carga parasitaria no tecido da pata e linfonodo de
drenagem da lesdo dos animais infectados com 10% 10° e 10° promastigotas de L.
braziliensis, apds os periodos de 15 e 45 dias de infeccdo (n=60), foi realizada pela
técnica qPCR. No tecido da pata, a carga parasitaria so foi possivel ser quantificavel
nos experimentos com o inéculo 10°, em ambos os periodos avaliados. Os animais
analisados com 45 dias apresentaram niveis significativamente maiores de DNA
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parasitario (mediana = 21 parasitos/mg) do que com avaliados com 15 dias
(mediana = 1,3 parasitos/mg) (Figura 10A).

No tecido do linfonodo, entretanto, observou-se carga parasitaria que foi
quantificavel nos trés indculos, nos dois periodos avaliados. Com 15 dias, os trés
in6culos apresentaram niveis de mediana equivalentes a menos de 3 parasitos/mg:
com 10° - 1.6 parasitos/mg, 10° - 0.6 parasitos/mg e 10* - 0.25 parasitos/mg, sendo
o primeiro significativamente mais elevado (p < 0.05) em relacdo ao in6culo 10*
(Figura 10B). Ainda em relacéo ao linfonodo, com 45 dias pdés-infeccdo, os animais
infectados com 10° apresentaram mediana significativamente (p < 0.001) mais
elevada (38 parasitos/mg) do que aqueles dos inéculos de 10° (2,0 parasitos/mg) e
10 (0.36 parasitos/mg) (Figura 10B).
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Figura 10 — Quantificacdo da carga parasitaria em lesdes cutéaneas (A) e linfonodo (B)

de hamsters infectados com 10* (<), 10° (A) e 10° (m) promastigotas de
Leishmania (Viannia) braziliensis com 15 e 45 dias apoés a infeccéo

Fonte: Elaboracao prépria.

Legenda: A carga parasitaria foi quantificada por PCR em tempo real e os resultados
expressos em equivalentes de parasitos/massa de tecido de pele ou linfonodo (mg). Cada
simbolo representa um animal. As linhas horizontais representam mediana com intervalo
interquartil. * p<0.05; ** p<0.001.

4.5 Analise da expressao génica de citocinas, iINOS e arginase em lesao de
pata e linfonodo de hamsters infectados com diferentes in6culos

O ensaio de RT-gPCR foi aplicado para avaliar a expressédo génica na pele e
linfonodo popliteo de animais infectados com 10% 10° e 10° promastigotas de L.
braziliensis apds os periodos de 15 e 45 dias de infeccao.

Com 15 dias de infecgéo, foi observada expressdo na maioria das moléculas
analisadas na pata infectada com 10° parasitos, 0 que n&o ocorreu com 0s animais

infectados com os outros inéculos (Figura 11). Nos animais inoculados com 10°,
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houve expressdo de TNF, TGF-B e iNOS, em quantidades semelhantes a de 10° e
pouca expressao de IFN-y e IL-4, com diferenca estatistica significativa (p < 0,05)
em relacdo ao indculo de 10° bem como nenhuma expressdo de IL-10, IL-6 e
arginase. Em relacdo aos animais inoculados com 10 n&o houve expressdo
nenhuma das moléculas analisadas (Figura 11).

Entretanto, com 45 dias de infec¢éo, foi observado um aumento na expressao
da maioria das moléculas analisadas, quando comparado com 15 dias, nas trés
concentracfes utilizadas. A expressdo de INOS (p <0.05) e IFN-y foi maior na
concentracdo de 10° quando comparada a expressdo dessas moléculas com 10°.
Foi observada também a expresséo de IL-6 com 45 dias, no in6culo de 10°, o que
ndo ocorreu com 15 dias de infeccdo (Figuras 11A e F). Para o inéculo de 10* foi
observada expressdo génica de TNF, TGF-B, IL-4, IL-6, arginase e INOS, em
pequenas quantidades (Figura 11).

A andlise da expressdo de citocinas no linfonodo popliteo dos animais
infectados com as trés concentracdes de parasitos mostrou que houve expressao
génica de todas as moléculas analisadas nos trés indculos e nos dois periodos
estudados. Porém, observou-se aumento significativo somente na expressao de
IFN-y, IL-10, IL-4, TGF-B e iNOS (p < 0,05) com o in6culo de 10° em relacéo ao de
10, com 15 dias de infeccéo (Figura 12).

Com 45 dias pos-infecgéo, a expressao de IFN-y e iNOS foi maior em relacéo
as outras moléculas, nas concentracdes de 10° e 10°, embora também tenha sido
observada a expressdo das outras moléculas, em quantidades menores. Vale
salientar que o inéculo de 10° induziu um pouco menos a expressao de citocinas em
relacdo a 10°, porém percebe-se que o perfil de expressdo foi semelhante (Figura
12).

Na concentracdo de 10* observou-se expressdo de todas as moléculas
analisadas de forma semelhante, mostrando um certo equilibrio entre as
quantidades que foram expressas, enquanto na concentracdo de 10° observou-se
expressao significativamente maior de todas as citocinas, exceto de IL-6, quando

comparado ao inéculo de 10, com 45 dias (Figura 12).
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Figura 11 — Expresséo génica de IFN-y (A), TNF (B), IL-10 (C), TGFp (D), IL-4 (E), IL-6

(F), arginase (G) e iNOS (H) na lesé@o da pata de hamsters com 15 e 45 dias ap0s a
infeccdo com 10 (), 10° (A) e 10° (m) promastigotas de
Leishmania (Viannia) braziliensis

Fonte: Elaboragéo prépria.

Legenda: Amostras de pele de animais néo infectados foram utilizadas como calibradores
da reacdo. Cada simbolo representa um animal. Mediana com intervalo interquartil. *
p<0.05; ** p<0.001
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Figura 12 — Expresséo génica de IFN-y (A), TNF (B), IL-10 (C), TGFB (D), IL-4 (E), IL-6

(F), arginase (G) e INOS (H) no linfonodo popliteo de hamsters com 15 e 45 dias apos a
infeccdo com 10 (+), 10° (A) e 10° (m) promastigotas de Leishmania braziliensis

Fonte: Elaboracao prépria.

Legenda: Amostras de pele de animais néo infectados foram utilizadas como calibradores
da reacdo. Cada simbolo representa um animal. Mediana com intervalo interquartil. *
p<0.05; ** p<0.001.
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4.6 Alteracado histopatoldgica no tecido da pata de hamster com infec¢cdo com
trés diferentes inoculos de Leishmania (Viannia) braziliensis e do tecido da
bolsa de ar na reinfeccdo com 15 e 45 dias

Com o intuito de analisar se 0 modelo bolsa de ar mimetizava o infiltrado
inflamatorio das leses induzido pela infec¢ao por Leishmania foram comparadas as
alteracdes histopatoldgicas ocorridas nos dois sitios.

Em relacéo as alteragfes histolégicas na pata infectada foi possivel observar
que, com 15 dias, a derme do tecido da pata dos animais infectados ndo apresentou
alteracdes histopatologicas que as diferenciassem dos controles néao infectados, em
nenhum dos trés inéculos utilizados (Figura 13A).

Entretanto, com 45 dias pés-infec¢do, observou-se um infiltrado inflamatorio
constituido por macréfagos, linfocitos, plasmadcitos, eosindfilos, neutréfilos e
mastoécitos, organizados na regido perivascular e se difundindo na derme das lesdes
das trés diferentes concentracdes de parasitos utilizadas (Figura 15A, B e C).

Os animais infectados com 10% exibiram infiltrado inflamatério discreto,
enquanto os animais inoculados com 10°> e 10° apresentaram uma infiltracdo
inflamatoria moderada, e moderada a intensa, respectivamente (Figura 13B e Figura
15A, B e C). Os escores histopatolégicos obtidos dos tecidos das patas dos animais
inoculados com 10°> e 10° parasitos (2.3 e 3.0, respectivamente) foram
significativamente mais elevados quando comparados aos observados com o

in6culo 10* no periodo de 45 dias pés-infeccdo (Figura 13B).
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Figura 13 — Alterac6es histopatolégicas representadas por escore, no tecido da pata de
hamsters infectados com diferentes concentrages de Leishmania (Viannia) braziliensis
(10%, 10° e 10° parasitos), com 15 (A) e 45 (B) dias p6s-infeccao.

Fonte: Elaborag&o prépria.

Legenda: A avaliacdo foi feita de forma semiquantitativa utilizado escores (intensidade de
ocorréncia) das alteracdes histopatologicas, variando de auséncia (escore = 0), discreto
(escore = 1), moderado (escore = 2) a intenso (escore = 3). As seguintes alteracdes
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histopatologicas foram avaliadas: infiltrado inflamatério, hemorragia, congestdo, edema,
necrose, fibrose, amastigotas, granulomas e células gigantes. Os valores representam a
média aritmética + desvio padrdo. N=4 (grupo Controle); n=6 (Leishmania cada grupo).

Também foi feita a andlise histopatoldgica do tecido da bolsa de ar dos
grupos de animais, apés a infeccdo prévia na pata, sendo que os tecidos foram
retirados com 15 e 45 dias poés-infeccdo. No tecido da bolsa de ar foi observado
infiltrado inflamatdrio organizado em areas perivasculares e difusas, especialmente
na hipoderme, constituido por macréfagos, linfécitos, plasmdcitos, eosindfilos,
neutrofilos e mastécitos, nos dois tempos avaliados (15 e 45 dias) e nos trés
diferentes in6culos (10*, 10° e 10° (Figura 14 e Figura 15D, E e F). Nos animais
infectados na pata previamente com 10%, o infiltrado do tecido da bolsa foi discreto,
enquanto, nos animais infectados previamente na pata com 10° e 10°, o infiltrado do
tecido da bolsa de ar mostrou-se moderado, em ambos os tempos avaliados (Figura
14A e B; Figura Figura 15D, E e F).

No tecido da bolsa de ar obtido no periodo de 45 dias pds-infeccdo, os
escores histopatoldgico dos in6culos 10° e 10° (1.75 e 2.0, respectivamente) também
foram significativamente mais elevados quando comparados a 10 (Figura 14B).
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Figura 14 — Alteracdes histopatologicas no tecido da bolsa de ar produzida em
hamsters infectados previamente na pata com diferentes concentracdes de
Leishmania (Viannia) braziliensis (10%, 10° e 10° parasitos) representado por scores,
com 15 (A) e 45 (B) dias pos-infeccéo

Fonte: Elaboragéo prépria.

Legenda: A avaliacdo foi feita de forma semiquantitativa utilizado escores (intensidade de
ocorréncia) das alteracdes histopatologicas, variando de auséncia (escore = 0), discreto
(escore = 1), moderado (escore = 2) a intenso (escore = 3). As seguintes alteracfes
histopatologicas foram avaliadas: infiltrado inflamatério, hemorragia, congestdo, edema,
necrose, fibrose, amastigotas, granulomas e células gigantes. Os valores representam a
média aritmética + desvio padrdo. N=4 (grupo Controle); n=6 (Leishmania cada grupo).
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Figura 15 — Fotomicrografia de pata infectada e bolsa da ar subcutdnea formada em
hamsters infectados com diferentes concentracbes de parasitos de Leishmania
braziliensis 45 dias apds a infeccao.

Fonte: Elaboracgéo prépria.

Legenda: Infiltrado inflamatério discreto na pata posterior direita infectada com 107 (A),
moderado com 10° (B) e intenso com 10° (C). Infiltrado inflamatdrio discreto no tecido da
bolsa de ar em animal previamente infectado com 10* (D) e moderado com 10° (E) e 10°
(F). Hematoxilina e Eosina, 100X.
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5 DISCUSSAO

O uso de modelos experimentais no estudo de doencas infecciosas é de
suma importancia para o entendimento dos mecanismos da imunopatogenicidade,
bem como para o desenvolvimento de novos farmacos e vacinas (Awashti et al.,
2004; Oliveira et al., 2005; Hommel et al., 1995). No modelo hamster, sugere-se que
na fase inicial da infeccdo, durante a resposta imunologica inata, a diferenca no
namero de parasitos inoculados influencia o inicio do desenvolvimento da resposta
imunologica adaptativa, com consequente manifestacdo clinica da doenca, e a
magnitude dessa resposta adaptativa determinara o curso crbnico da infeccao
(Ribeiro-Roméo et al., 2014).

Neste trabalho, o modelo da bolsa de ar foi utilizado para analisar o perfil
celular induzido por diferentes concentracées (10, 10> e 10°) de L. braziliensis. Em
seguida, o mesmo modelo foi usado para analisar o exsudato inflamatoério induzido
na bolsa de ar em resposta a um indculo fixo de 10° de L. braziliensis em animais
previamente infectados na pata com diferentes concentracdes do parasito (10, 10° e
10%), com o objetivo de verificar a resposta inflamatéria influenciada por essas
concentracfes apods 15 e 45 dias da primo-infeccdo e, desta forma, entender melhor
0s eventos iniciais da infeccdo e sua possivel relacdo com a evolucédo e gravidade
da doenca.

Diversos estudos em camundongos tém descrito a utilizacdo da bolsa de ar
como modelo consistente de investigacdo da resposta inflamatdria, uma vez que
com este modelo é possivel se criar um ambiente que propicia o recrutamento e a
analise fenotipica das células que migraram para dentro do espaco da bolsa de ar
(Matte; Olivier, 2002; Forget et al., 2005). Recentemente, o modelo hamster
mostrou-se bastante aplicavel ao estudo da leishmaniose cutanea causada por L.
braziliensis, uma vez que reproduziu muitos dos aspectos clinicos e
imunopatoldgicos observados na doenca humana (Gomes-Silva et al., 2013).

No presente trabalho, a avaliagéo inicial dos diferentes ino6culos na bolsa de
ar mostrou que o in6culo 10* induziu uma migracédo celular bem menor que os
indculos 10° e 10°. No entanto, apesar da maior diferenca no numero de parasitos
entre os inéculos 10° e 10°, a quantidade de células que migraram para a bolsa de
ar induzida por estes, foi semelhante. Ao contrario, entre as concentracdes 10* e
10°, cuja quantidade de parasitos, € menor entre os inéculos, houve um aumento

significativo no recrutamento celular. Alguns trabalhos ja demonstraram que cepas
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dermotropicas, como L. major e L. braziliensis sdo melhores recrutadoras de
leucdcitos dentro da bolsa de ar do que as cepas viscerotropicas, como L. infantum,
sugerindo que a acumulacao de leucdcitos no local do inéculo pode ajudar a reduzir
a carga parasitaria e restringir a difusdo do parasito, permitindo o desenvolvimento
de lesbes caracteristicas na pele (Matte; Olivier, 2002; Teixeira et al., 2005;
Vasconcelos et al., 2014).

Quando a bolsa de ar foi realizada em animais que foram previamente
infectados na pata com diferente carga infectiva, 0 mesmo fenémeno foi observado,
ou seja, a menor concentacdo 10* induziu menos migracdo celular que as maiores
concentracdes 10° e 10° que por sua vez, comportaram-se de forma semelhante.
Observou-se ainda uma diferenca em relagédo ao tempo, uma vez que com 45 dias
pos-infeccdo na pata, encontrou-se uma maior migracdo de células na bolsa de ar,
sugerindo que ndo somente a infeccéo prévia interferiu no recrutamento celular, mas
também o tempo de infeccdo teve importdncia na quantidade de células que
migraram. As células que migram para o sitio inflamatério podem modular a resposta
do hospedeiro, tornando o ambiente favoravel ou desfavoravel para a sobrevivéncia
do parasito, portanto, o conhecimento do que acontece nessa fase inicial da infec¢éo
€ muito importante para esclarecer a diferenca na evolucéo e gravidade das lesdes
induzidas por diferentes cargas infectivas.

O tipo celular que migrou para a bolsa de ar também foi investigado. Os
animais infectados na pata com 10° e 10° induziram maior recrutamento celular,
apos 45 dias de infeccdo, e esse aumento se deu devido ao grande numero de
neutréfilos, seguido em menor numero de linfécitos e eosindfilos. Trabalhos
anteriores demonstraram que Leishmania aciona o recrutamento de uma populacao
mista de células inflamatérias, como neutréfilos, macrofagos e eosinofilos, que pode
variar entre espécies e cepas (Matte; Olivier, 2002; Teixeira et al., 2005).

Varios estudos mostram que os PMNs sdo os primeiros leucécitos a
aparecerem no local inflamatorio (revisado por Jochim; Teixeira, 2008; Peters et al.,
2008). O papel dessas células no sitio inflamatorio € complexo; os PMNs podem
matar ou proteger os parasitos, dependendo da espécie do parasito e do hospedeiro
(Scott; Novais, 2016). Ja foi demonstrado que neutrofilos podem albergar
Leishmania nas primeiras horas ou dias ap6s a infeccdo (Laufs et al., 2002; van
Zandgergen et al., 2004). Leishmania & capaz de retardar a apoptose de neutrofilos,
um mecanismo que envolve a inibicdo de caspase-3 (Aga et al., 2002), e

corroborando isso, em um estudo recente, ndo foi observada apoptose em
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neutrofilos na infeccdo por L. mexicana (Hurrell et al., 2015). Os parasitos que séo
ingeridos, mas ndo mortos pelos PMNSs, nesta fase inicial, podem se beneficiar desta
acumulacao precoce de neutrdéfilos para o sitio de infec¢do, como ja foi demonstrado
para L. major (Tacchini-Cottier et al., 2000).

Os neutrdéfilos podem servir, entdo, de porta de entrada silenciosa para a
Leishmania nos macrofagos, mecanismo denominado de “cavalo de Troia” (van
Zandgergen et al., 2004). Além disso, algumas promastigotas podem escapar do
neutrofilo logo antes da sua ingestdo por macréfagos, mecanismo denominado de
“coelho de Troia” (Peters et al., 2008). Adicionalmente, foi relatado também que
promastigotas de Leishmania podem induzir a migracdo de PMN, liberando um fator
chamado fator quimiotatico de Leishmania, que tem potente atividade quimioatraente
para neutréfilos (van Zandgergen et al., 2002).

Por outro lado, neutréfilos atuam como células fagociticas efetoras também
em leishmaniose, matando Leishmania (Pearson et al., 1981; Chang 1981; Lima et
al., 1998). Os neutrdfilos liberam granulos de proteinas enquanto migram para o
local inflamatério, que induzem a producdo de TNF-a, que por sua vez ativa
macrofago para promover a morte dos parasitos (Filardy et al., 2011). Um estudo
tem demonstrado que neutrofilos interagem com macrofagos pela via CD28-
CD80/CD86, resultando em secrecdo de IFN-y, que por sua vez controlaria o
crescimento de Leishmania dentro de macrofagos (Venuprasad et al., 2002). No
presente estudo, ndo podemos afirmar que o recrutamento destas células para a
bolsa de ar favoreceu a sobrevivéncia do parasito, podemos apenas especular, uma
vez que nao foi determinada carga parasitaria nas células da bolsa de ar.

Os linfocitos e eosindfilos foram as células mais recrutadas depois dos
neutrdéfilos. Foi demonstrado em outros trabalhos que além de L. braziliensis outras
espécies de Leishmania, como L. major e L. donovani também séo capazes de
induzir a migracdo de eosindfilos (Matte; Olivier, 2002; Teixeira et al., 2005). Sabe-
se gue assim como os neutrofilos, os eosinofilos também sdo capazes de albergar e
matar Leishmania (Pompeu et al., 1991; Lima et al., 1998). Os eosindfilos podem
participar da vasodilatacdo, favorecendo a alimentacdo sanguinea do vetor e ao
mesmo tempo criar um ambiente inOspito para os patégenos transmitidos pelo vetor
(Belkaid et al., 2000). Por outro lado, a presenga de eosindfilos tem sido fortemente
relacionada as reacfes alérgicas e picadas de insetos, caracterizada por uma

resposta imunologica tipo Th2 (Blanchard; Rothenberg, 2009).
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Nos ultimos anos tem sido relatado que os eosinéfilos podem influenciar o
desenvolvimento da resposta imunolégica adaptativa participando do processo como
células apresentadoras de antigenos, podendo facilitar a resposta imunolégica inata
através da ativacdo de neutrofilos, basdfilos e mastocitos, e podendo também
favorecer uma resposta imunologica adaptativa pela indu¢do da maturacdo de CDs
e modulacdo da resposta Thl versus Th2 (Padigel et al., 2006; Blanchard et al.,
2009; Akuthota et al., 2010; Rodriguez; Wilson, 2014). Outros estudos sugerem que
eosinofilos produzem citocinas IFN-y e IL-12 que induzem uma resposta Thl, mas
esses dados sO6 foram observados em infeccdo experimental por Cryptococcus
neoformans (revisto por Rodriguez; Wilson, 2014). Portanto, mais estudos precisam
ser realizados para elucidar as atividades de eosinéfilos em outras doencas
infecciosas, incluindo as leishmanioses.

No presente trabalho, foi observado que os linfécitos foram o segundo tipo
celular mais presente no exsudato da bolsa de ar, depois de neutrdéfilos. Segundo
von Stebut (2007), para a eficiéncia na eliminagcédo dos parasitos, as células T devem
migrar para a lesdo da pele infectada com Leishmania. Essa migragdo € dependente
de quimiocinas presentes no local da infeccdo e da expressdo de receptores de
adesdo pelas células T, que leva a migracao de células T efetoras para o sitio de
inflamacdo. Um estudo realizado com L. major sugere que duas populacbes de
células T CD4+ séo responsaveis pela protecdo imunolégica: células T efetoras,
dependente do parasito, e células T de memaria central, independente do parasito.
A existéncia de uma populacdo duradoura de células T de memdéria central ndo
requer a presenca de parasitos vivos (Scott, 2005). Numa reinfeccdo com L. major,
essas células se multiplicam e promovem protecéao eficiente.

Trabalhos anteriores mostraram que quando ocorre um baixo numero de
macréfagos infectados no sitio inflamatério, consequentemente nao haveria
producdo da quimiocina CCL2, responsavel por recrutar células NK, macrofagos e
outras células CCR2+ (Teixeira et al., 2006). Além disso, segundo alguns autores,
macrofagos inflamatérios sdo os responsaveis pela secrecdo de CCL2, e a infecgao
por Leishmania ndo induz ativacdo desse tipo de macrofago (Bhardwaj et al., 2010).
O baixo numero de macréfagos também pode acarretar uma baixa producédo da
guimiocina CXCL10, que serve ndo somente para atrair mais macrofagos para o
sitio inflamatério, mas também para ativar células NK, importantes produtoras de

IFN-y na resposta inata (Vester et al., 1999; Teixeira et al., 2006).
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No presente trabalho, foi observado um numero reduzido de macrofagos na
bolsa de ar. O recrutamento inicial de mondcitos inflamatérios é dependente da
quimiocina CCL2, que € produzida por células que estao no local da infec¢ao (Scott;
Novais, 2016). Sabe-se que os neutrofilos sdo as primeiras células encontradas em
grande numero no inicio das infeccbes por patdgenos, ocorrendo depois uma
dominante presenca de macrofagos. A proporcéo de neutréfilos e macréfagos muda
durante as primeiras semanas da infeccdo e em pouco tempo o0s neutrofilos
diminuem e ocorre um aumento concomitante de macréfagos e CDs (Jochim;
Teixeira, 2008).

Matte e Olivier (2002) mostraram que o humero de macréfagos aumentou em
torno de 50% apos 48 horas de infeccéo na bolsa de ar estimulada por L. donovani.
Resultados parecidos podem ser observados no trabalho de Vasconcelos e
colaboradores (2014), onde o estimulo por L. chagasi na bolsa de ar, resultou na
predominancia de macrofagos, tanto com 12h como com 24h pés-indculo, no tecido
da bolsa de ar e ndo no exsudato celular, sugerindo que estas células foram
recrutadas, mas podem n&o ter migrado, ou migrariam apenas mais tarde (apos
24h). Ja foi relatado que o menor recrutamento de macrofagos na bolsa de ar
estimulada por L. donovani pode estar relacionado com o LPG de superficie do
parasito, uma vez que o LPG tem sido implicado na reducdo da migracéo
transendotelial de mondcitos, por conta do bloqueio da expressédo de E-selectina,
ICAM-1 e VCAM-1 (Lo et al., 1998). Pode-se especular que o numero reduzido de
macréfagos no presente trabalho, apesar de significar, a priori, menos células
hospedeiras para os parasitos inicialmente, pode ndo se apresentar como um
grande problema em um tempo mais tardio, uma vez que, como ja citado acima,
existe uma tendéncia a inversdo da proporcao neutréfilos/macréfagos com o tempo,
que é de 48 h na bolsa de ar estimulada com Leishmania, e esse tempo nao foi
avaliado neste trabalho.

No presente trabalho também foi realizada a contagem de mastocitos no
tecido da bolsa de ar de animais que foram infectados previamente com os
diferentes inoculos na pata e, apés 15 e 45 dias de infec¢do, foram submetidos a
bolsa de ar. Foi observada uma maior presenca de mastocitos nos animais
infectados com 10° parasitos apds 45 dias de infeccéo. Estudos realizados por Birdri
e colaboradores (1997) sugerem que 0S mastdcitos sdo células importantes na
primeira linha de defesa contra Leishmania spp. inoculada na pele. Além do mais,

pode-se especular que sua habilidade em secretar citocinas, induz a resposta
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imunologica adaptativa que tera maior implicacdo no desfecho da doenca
(Rodriguez; Wilson, 2014).

Foi relatado que mastocitos sdo em parte responsaveis por mediar a lesdo
inflamatoria local induzida por L. major (Wershil et al., 1994). A degranulacdo dos
mastocitos antes da infec¢do por L major reduz ndo somente sua capacidade em
exacerbar a inflamacéo pela liberacéo de histamina, mas também sua habilidade em
promover uma resposta Th2, que antagonizara o desenvolvimento de uma resposta
Thl curativa (Romao et al., 2009). Outros estudos mostram que a deficiéncia dos
mastocitos estd associada com a diminuicdo da migracdo dos neutrofilos,
macréfagos e CDs nas lesdes. Além disso, a deficiéncia dos mastécitos leva a
diminuicdo da produgéo de IL-12, uma citocina promotora da resposta Thl (Maurer
et al., 2006). Com base nesses resultados, sugere-se que 0s mastocitos induzem
uma resposta imunologica sistémica a Leishmania spp. através do recrutamento de
neutroéfilos e macréfagos para o local da leséo.

Estudos clinicos tanto em humanos quanto em animais indicam que o0s
mastoécitos tém papel na resposta inflamatéria da LC, mas a extenséo da infiltracéo e
o seu fendtipo funcional dependem da espécie de Leishmania e do hospedeiro
(revisto por Rodriguez; Wilson, 2014). Por outro lado, alguns autores consideram
improvavel o envolvimento de mastécitos no desenvolvimento clinico da LC. Afirmam
que a LC murina se desenvolve independente dos mastdcitos e que eles nao
influenciam a funcdo imunomoduladora na diferenciacdo das células T e sugerem
também que os mastdcitos ndo sdo fontes criticas de IL-4 e, portanto, ndo
influenciam na progresséo da doenca (Paul et al., 2016).

Os aspectos clinicos e patolégicos também foram avaliados nos grupos de
animais infectados na pata com diferentes cargas infectivas. As lesbes nos animais
com o in6culo 10* apresentaram surgimento mais demorado (35 dias pés-infeccéo)
do que as dos inéculos 10° e 10° (ambos surgiram com 15 dias pds-infeccéo),
sugerindo uma resposta inflamatéria menos intensa, com curso mais prolongado.
Estes resultados corroboram com os achados da bolsa de ar, onde a menor carga
infectiva também induziu um menor infiltrado inflamatério. Achados semelhantes
foram reportados anteriormente por Cortés (2010) que, ao comparar inéculos de 103
e 10° de L. major e L. amazonensis, relatou resultados similares.

Ribeiro-Romé&o e colaboradores (2014), comparando in6culos de 10%, 10° e
10° de L. braziliensis em pata de hamster, também perceberam semelhancas na

espessura da lesdo nos indculos de 10° e 10° e animais infectados com 10*

49



parasitos apresentaram lesdes menores, além disso, relataram ainda que o inicio da
leséo foi inversamente proporcional ao tamanho do indculo, refletindo a habilidade
da resposta imunolégica em controlar altas ou baixas cargas parasitarias de
Leishmania. Outro estudo mostrou que a utilizagdo do inéculo 10° considerado
muito alto se comparado a infeccdo natural, foi associado a visceralizacdo da
Leishmania para o baco e o figado (Gomes-Silva et al., 2013). Adicionalmente, ja foi
relatado também que animais infectados com inéculos ainda menores, 10° e 10°
parasitos, desenvolveram uma resposta imune protetora (Brestcher et al., 1992),
confirmando que o tamanho do inéculo também € um dos fatores importantes para
ditar o tipo de resposta imunolégica que se desenvolvera.

J& foi descrito que os mecanismos desencadeados no inicio da infeccgéo,
antes do surgimento da lesdo, caracterizada como fase silenciosa da infeccao,
parecem ser decisivos na progressao da doenca. Acredita-se que exista um limite de
infeccdo dos macréfagos ou de parasitos liberados no meio extracelular para
desencadear uma resposta imunolégica e entdo o inicio da lesdo (Belkaid et al.,
2000). Sabe-se também que apdés a inoculagdo de L. major na derme, a
opsonizacdo de promastigotas metaciclicas de Leishmania com complemento é
rapida e a lise, através do complexo de ataque a membrana (complexo C5b-C9),
comeca 60 segundos apds o contato sérico (Dominguez et al., 2002). Isso resulta
em eficiente morte de 90% de todos os parasitos inoculados, dentro de 3 minutos
(von Stebut, 2007). Com base no exposto acima, pode-se especular que a
sobrevivéncia de parasitos com um indculo 10* seria bem menor nas primeiras horas
do que com indéculos maiores. Talvez essas observacBes possam explicar a tao
pouca diferenca encontrada entre os inéculos 10° e 10° tanto em relacdo a
espessura da leséo e as alteracdes histopatoldgicas, como aos seus efeitos na bolsa
de ar.

Neste estudo, sé foi detectada carga parasitaria na pata dos animais
infectados com o maior inéculo (10°), tanto com 15 como com 45 dias pés-infeccéo,
e ainda assim em niveis muito baixos. E isso corrobora com as lesées pequenas,
nodulares e nao ulceradas e com as moderadas alteracdes histopatoldgicas
observadas nesses animais. Além disso, ndo foram observadas também
amastigotas na analise histopatoldgica. Os estudos nos modelos animais com
infeccdo por L. braziliensis, seja na pata ou na orelha, mostram que a parasitemia
diminui no sitio de infeccdo, acompanhando a queda da espessura da lesdo (De
Moura et al., 2005; Teixeira et al., 2005). O tempo de observacdo do presente
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trabalho foi de 45 dias pos-infeccdo e a espessura das lesdes continuavam
aumentando, portanto, teria sido necessario um acompanhamento por um periodo
maior de tempo para se observar se isso de fato iria ocorrer, ou entdo, uma outra
hipétese, é que os dois menores inéculos (10* e 10°) controlaram de forma mais
eficiente a carga parasitaria.

No linfonodo, entretanto, foi detectada carga parasitaria nos trés inéculos, nos
dois tempos avaliados. Estudos anteriores mostraram que na infecgcdo cutanea no
modelo hamster aspectos como a linfoadenopatia sdo observados, assim como na
infeccdo humana (Hommel et al., 1995). Ribeiro-Roméao e colaboradores (2014),
trabalharam com o modelo hamster, utilizando inéculos de 10% 10° e 10°
promastigotas de L. braziliensis na pata traseira dos animais, constataram que ao
final do experimento, com 10° dias pés-infeccdo, ainda foi possivel encontrar
parasitos no linfonodo regional dos animais. O linfonodo € relatado como um
importante sitio de proliferacdo do parasito durante a infeccdo, e um dos primeiros
orgaos afetados durante a disseminacdo sistémica do parasito, que pode persistir
dentro de macréfagos ou fibroblastos dos linfonodos por periodos indefinidos,
ajudando desta forma na modelacdo da resposta imunoldgica (Moll et al., 1995). E
essa modulagdo parece ter uma relagdo inversa com a carga infectiva, ou seja,
quanto maior a carga infectiva mais tardia sera a modulacdo da resposta
imunologica.

No presente trabalho, foi analisado o perfil de expressao génica de moléculas
envolvidas na resposta imune da LC, de modo a investigar como esse perfil pode
influenciar na patogénese dessa infeccdo, no modelo hamster. A analise foi feita na
pata e nos linfonodos de drenagem da les&o dos animais infectados com 10%, 10° e
10°, com 15 e 45 dias pos-infeccdo. No geral, tanto na pata como no linfonodo,
houve uma relacéo direta entre a expresséao de IFN-y, TNF, IL-10, TGF-[3, arginase e
INOS com o tempo de infeccdo, isto é, houve uma tendéncia ao aumento da
expressao dessas citocinas com o tempo.

Alguns trabalhos compararam a expressao de RNAm de algumas moléculas
inflamatoérias em pele e linfonodo de hamster infectado com L. panamensis e
constataram a maior expresséo basal no linfonodo em relacéo a pele na maioria dos
transcritos (IL-4, 1L-21, TNF, TGF-B, IFN-y, IL-12p40 e IL-10), porém ocorreram
menores mudancas na expressao dessas moléculas nos animais infectados, na fase

inicial da infeccéo (Espitia et al., 2010).
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Verificou-se um padrdo de resposta misto em ambos os sitios inflamatérios
avaliados, isto €, com co-expressao de citocinas pré e anti-inflamatérias na pele e
linfonodo, sem polarizagdo de resposta para o tipo Thl ou Th2. O perfil misto de
resposta iumologica do hamster dourado na LC ja foi documentado na literatura. Em
hamsters com dois meses de infeccdo por L. panamensis foi observado co-
expressao de citocinas do tipo Thl (IFN-y e IL-12) e do tipo Th2 (IL-10 e TGF) em
lesbes cutaneas (Osorio et al., 2003). Estudos da resposta imune inicial, em
hamsters com sete dias apés a infecgdo, também por L. panamensis, demonstraram
expressao concomitante de citocinas do tipo Thl (IFN-y e IL-12p40) e tipo Th2 (IL-4,
IL-10, IL-13 e IL-21) na pele infectada. Na infeccédo por L. braziliensis, no hamster,
também foi observado um perfil de resposta imune misto, com aumento da
expressao génica de todos os alvos testados (IFN-y, TNF, IL-6, IL-10, TGF-B, IL-4,
INOS e arginase) na pele, com 110 dias de infeccdo (Ribeiro-Romao et al., 2016).
Esses estudos sugerem que uma resposta, provavelmente desregulada, de citocinas
do tipo Thl e Th2 contribui para o curso crénico observado na infeccdo no modelo
hamster.

Nos animais infectados por 10° parasitos foi detectado na pata, com 15 dias
apos a infeccdo, expressao de todos os alvos analisados, e de forma significativa
uma maior expressdo de IFN-y e IL-4 em relac&o aos animais infectados com 10°.
Os animais infectados com o in6culo 10° também expressaram TNF, TGF-B e iNOS,
com 15 dias pds-infeccdo. No linfonodo, observou-se que houve um maior aumento
da expressao das citocinas avaliadas, com diferenca significativa de IFN-y, TGF- e
iNOS entre os inéculos 10* e 10° Talvez essas diferencas na expressdo de
citocinas possam ser explicadas pelo fato de que animais infectados com 10° e 10°
parasitos tendem a desencadear uma resposta mais precoce por, hipoteticamente,
atingirem um limite de macréfagos infectados em menos tempo, como ja citado
anteriormente, com consequente producdo de citocinas, desenvolvimento mais
precoce da resposta adaptativa e surgimento de leséo.

No linfonodo, observou-se que com 45 dias poés-infeccdo, houve uma
tendéncia do inéculo 10° induzir um aumento de expressdo de algumas citocinas, se
assemelhando ao in6culo 10°, principalmente em relagéo a IFN-y, arginase e iNOS.
Em contrapartida, o indculo 10* apresentou um perfil misto de expressédo de
citocinas, sem polarizagéo de resposta Thl e Th2, tanto na pata com 45 dias, como

no linfonodo com 15 e 45 dias pés-infeccéo.
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IFN-y € uma citocina bem conhecida como responsavel pela producdo NO, a
partir da enzima INOS em macroéfagos ativados e isso inibe o crescimento do
parasito intracelular (Sharma; Singh, 2009). Além disso, IFN-y promove a
diferenciacéo de células T CD4 + para o subconjunto Thl e inibe o desenvolvimento
das células Th2 e Thl7 (Alexander et al., 1999). O fato de haver uma relevante
expressdo de IFN-y e iNOs nas patas e linfonodos pode explicar a auséncia de
parasitos ou baixa carga parasitaria encontrada no sitio inflamatério da pata na
analise das diferentes cargas infectivas.

Os resultados obtidos no presente trabalho ndo se assemelham ao que ocorre
na infeccdo por L. donovani, agente da leishmaniose visceral, na qual a expressao
da arginase aumenta substancialmente (mais de mil vezes), ao passo que a
expressao de iINOS, no baco de hamsters infectados, € muito baixa, sendo proxima
a expressado basal dos animais nao-infectados (Melby et al., 2001; Osorio et al.,
2012). A reducado da producdo de NO em hamster infectado por L. donovani pode
ser relacionada pelo aumento da expressédo da arginase, uma vez que a arginase
compete com a iINOS com 0 mesmo substrato necessario para sintese de NO, a L-
arginina. Sendo assim o0 aumento da expressao de arginase se reflete na diminuicao
da producdo de NO. A metabolizacdo de L-arginina pela arginase leva a formacao
de L-ornitina, precursora da sintese de poliaminas, o que favorece o crescimento
dos parasitos (Osorio et al., 2012).

No presente trabalho, verificamos uma auséncia ou baixa inducéo de IL-4 e
TGF-B, tanto na pata quanto no linfonodo dos animais infectados por 10* parasitos,
nos dois tempos analisados, ao contrario do que ocorreu com o inéculo 10°.
Resultados semelhantes também foram observados no estudo de Vieira (2017). E
bem documentado que essas citocinas exercem um papel importante na
desativacdo dos macréfagos e que sua producdo pode culminar em aumento da
carga parasitaria.

Estudos mostraram um papel importante de IL-4 na susceptibilidade a
infeccdo por Leishmania. Esta citocina desempenha um papel relevante na
diferenciacdo de células ThO em células Th2 (Kopf et al., 1993), e é produzida
principalmente por Th2, mastocitos, basofilos e eosindfilos ativados (Zamorano et
al., 2003). A producdo de IL-4 conduz a regulacdo positiva de arginase e a
biossintese de poliaminas que inibe a atividade leishmanicida de macr6fagos e

prolonga a sobrevivéncia de parasitos (Kropf et al., 2005).
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Citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y, estimulam os macrofagos
classicamente ativados para liberarem NO e matar os parasitos, enquanto as
citocinas Th2, tais como IL-4 e IL-13, estimulam os macréfagos alternativamente
ativados a induzirem a atividade de arginase que resulta em sobrevivéncia do
parasito e inibicdo da inflamacédo. O equilibrio entre macréfagos classicamente
ativados e macrofagos alternativamente ativados regula respostas inflamatorias e
leva a homeostase no sistema de imunidade e na cicatrizacdo de feridas (Gordon;
Martinez, 2010). Esse fato pode explicar, no presente trabalho, o aumento da
arginase no linfonodo com o maior inéculo (10°), j& que foi encontrada expressdo
significante de IL-4. Esse fato, em conjunto com a alta expessdo de IFN-y e iINOS
sugere um equilibrio na resposta imunoldgica, portanto, favorecendo a resolugéo da
infeccdo, sem o surgimento de lesdes ulceradas.

Outros trabalhos mostraram que na infeccdo por L. major em BALB/c, a
neutralizagéo de IL-4 inibiu o desenvolvimento da resposta Th2 e aumentou quatro
vezes o nivel de IFN-y nos linfonodos, levando a cura completa em 85% dos animais
infectados e diminuicdo da infeccdo em 100% dos animais (Sadick et al., 1990). No
entanto, no presente trabalho, observou-se uma baixa modulacdo da expresséao de
IL-4 no menor inéculo (10%), independente da quantidade de IFN-y. Além disso, IL-4
diminue a producdo de quimiocinas que recrutam células de tipo Thl no local da
infeccdo (Lazarski et al.,, 2013). Isso pode ter influenciado no nimero de células
recrutadas na bolsa em resposta ao menor indculo de Leishmania.

Duas importantes citocinas pro-inflamatorias, IFN-y e TNF, sdo envolvidas na
imunoprotecao e imunopatologia da LC. Neste trabalho, a expressdo de TNF na pata
foi bastante parecida com a expresséo de IFN-y, no maior inéculo, ja no linfonodo a
expressao de TNF foi bem menor que IFN-y, nos dois tempos analisados, também
com o0 maior in6culo. TNF é principalmente produzida por macréfagos que
desempenham um papel crucial na eliminacdo de Leishmania, através do aumento
de atividade de macréfagos e sintese de NO (Liew et al., 1997). Esta citocina &
capaz de promover respostas Th1l/IFN-y na infec¢ao por L. major (Sharma; Singh,
2009). No entanto, uma correlacéo positiva entre o tamanho da lesdo com niveis de
IFN-y e TNF foi observado em pacientes com LC infectados com L. braziliensis
(Pompeu et al., 2001; Bacellar et al., 2002; Antoneli et al., 2005).

Pacientes com sinais tipicos da doenca apresentaram niveis excessivos de
IFN-y e TNF com reagles inflamatorias e ulceras da pele no local da infecgéo,
enquanto em pacientes subclinicos, a producdo moderada de IFN-y e TNF foi
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associada ao controle do crescimento do parasito sem destruicdo tecidual (Ilvonise et
al., 2002). Embora a producéo de IFN-y e TNF parece ser necesséria para o controle
de infeccdo por Leishmania, o aumento dos niveis dessas citocinas pode levar a
destruicdo de tecidos e ao desenvolvimento progressivo das lesdes.

TGFB é uma citocina que € muito expressa constitutivamente na pele de
animais néo infectados (Ribeiro-Roméao et al., 2016), desempenhando um papel
central na homeostase do sistema imunolégico e na tolerancia imunolégica. Estudos
no modelo murino de infecgdo por L. major mostraram que o tratamento local com
anti-TGF-B levou a uma diminuicdo do numero de parasitos e a uma cicatrizagao
mais réapida das lesdes, apesar de esse tratamento ndo ter alterado
significativamente o padrao de producédo de IL-4 e IFN-y. Além disso, TGF-3 e IL-10
parecem estar associados as formas clinicas de leishmaniose sem tendéncia a cura
(Li et al.,, 1999). TGF-B € produzido por células T CD4+ (Tregs), mondcitos,
neutréfilos e CDs (Grotendorst et al., 1989; Gorelik; Flavell, 2002; Tran et al., 2012;
Speck et al., 2014). Essa citocina aumenta a suscetibilidade a infeccdo por
Leishmania pela supressédo de NO, TNF e producéo de IFN-y (Kedzierski; Evans,
2014).

Um estudo realizado por Li et al. (1999), mostrou que com a auséncia de
TGF-B, mesmo com a resposta tipo Th2 dominante, niveis relativamente baixos de
IFN-y sdo suficientes para ativar macréfagos e matar parasitos nas lesdes. TGF-3 é
uma citocina imunorreguladora crucial que limita as reacdes inflamatérias por uma
regulacdo negativa de citocinas inflamatérias na leishmaniose. Considerando os
achados documentados na literatura e os resultados do presente estudo, sugerimos
que a baixa modulacdo de IL-4 e TGF-B presente nos animais infectados por 10*
propicia um controle mais eficiente da infec¢do, podendo influenciar o fato de esses
animais induzirem um processo inflamatério discreto tanto na pata infectada com
esse inéculo, quanto no tecido da bolsa desses animais. Além disso, em relacédo ao
indculo de 10° parasitos, vale salientar que mesmo mediante a alta expresséo de
IFN-y e iNOS, as citocinas IL-4 e TGF- também tiveram um incremento importante
na sua expressao nos animais infectados com essa concentracdo de parasito, 0 que
pode contribuir para a carga parasitaria mais alta desses animais.

Foi observada uma moderada expresséo de IL-6 nos trés indculos analisados,
nos dois tempos, tanto na pata como no linfonodo. Sabe-se que as atividades de IL-
6 estdo ligadas a transicdo da imunidade inata para a imunidade adaptativa, pois

atua na manutencédo da inflamacéo da fase aguda, progressao de doencas crbnicas
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e na maturacdo de diferentes tipos celulares, como a proliferacdo de células T
(Jones, 2005). IL-6 é uma citocina pleiotropica que atua tanto como pré e anti-
inflamatoria, sendo produzida por varios tipos de células, incluindo macrofagos, CDs
e células T (Scheller et al., 2011). Para alguns autores, IL-6 €& um fator de
susceptibilidade na LC (Maspi et al., 2016).

A citocina IL-10 mostrou discreto aumento nos linfonodos aos 45 dias pos-
infeccdo, no maior indculo avaliado, apresentando inclusive diferenca significativa
entre 10* e 10° Embora IL-10 seja conhecida por ser uma potente citocina
imunorreguladora, ela é produzida por diferentes células da imunidade inata e da
imunidade adaptativa (Belkaid et al., 2002; Saraiva; O’'Garra, 2010; O’Garra; Vieira,
2007). Esta citocina esta associada a susceptibilidade a leishmaniose e a
persisténcia do parasito no local de infeccéo (Belkaid et al., 2001).

IL-10 atua, na verdade, suprimindo a resposta imune celular e a producéo de
citocinas inflamatorias (IFN-y e TNF-a) levando a persisténcia do parasito no local da
infeccdo. Por outro lado, IL-10 inibe uma imunopatologia exacerbada e danos ao
tecido através do aumento da producao de citocinas inflamatorias e desempenha um
papel central na remodelacdo do tecido durante a cicatrizacdo das lesdes
(Castellano et al., 2015). E possivel sugerir que esse aumento, mesmo discreto,
observado na expresséo de IL-10 nos linfonodos, se deu por conta do aumento da
expressao de IFN-y e TNF-a, na tentativa de inibir uma imunopatologia exacerbada.

A andlise histopatolégica da pata infectada com os trés diferentes indculos,
bem como do tecido da bolsa de ar, mostrou que ndo houve mudangas na
arquitetura do tecido em nenhuma concentracdo utilizada e em nenhum tempo
estudado. Fato aceitavel para o tecido da bolsa onde a andlise foi realizada com
apenas 12 horas apo6s a introducdo do inoculo. Quanto aos achados das patas,
estes resultados corroboram com estudos recentes que, utilizando a mesma cepa
deste trabalho, ndo foram observadas alteracfes histopatoldgicas importantes
(Fonseca 2016). Para a quantificacdo do infiltrado inflamatério, neste trabalho, foi
utilizada a medida por score, onde a intensidade do infiltrado foi pontuada de 0 a 3
(Vasconcelos et al., 2014; Ribeiro-Roméo et al., 2014). Portanto, score mais altos,
séo indicativos de maior infiltrado inflamatorio. Os maiores scores foram observados
nas patas dos animais infectados com os in6culos maiores e isso corrobora com as
lesbes também maiores nestes animais.

O processo inflamatorio foi caracterizado pela presenca de infiltrado

inflamatorio em areas perivasculares e difusas, constituido por macrofagos,
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linfocitos, plasmacitos, eosindfilos, neutréfilos e mastécitos, corroborando com
alguns trabalhos que consideram que a fase inicial da infeccdo em hamster por
espécies do género Viannia é caracterizada por um infiltrado inflamatoério misto, e a
reacao granulomatosa se estabelece a partir de 15 dias de infec¢éo, caracterizando
a fase cronica da doenca (Kahl et al., 1991).

Dentre os dois tempos poés-infeccdo estudados, o infiltrado inflamatorio
mostrou diferenga significativa apenas com 45 dias entre os indculos mais altos, em
relacdo a 10* e vale salientar que, apesar de ndo ter sido observada diferenca
significativa, com 15 dias pdés-infeccao, os indculos apresentaram perfil do infiltrado
inflamatoério semelhante ao observado com 45 dias pds-infecgéo, ou seja, 0s escores
foram diretamente proporcionais ao tamanho do indculo. Também ¢é possivel
observar que existe uma relacao direta entre o grau de intensidade do infiltrado e
tempo de infeccédo, ja que 0s escores aumentam com o tempo para os trés inoculos.

Tem sido relatado que pacientes de LC com lesfes tardias apresentam um
infiltrado inflamatdrio mais exuberante em comparacao com os pacientes com lesfes
precoces (Faria et al., 2009). Com 45 dias pos-infec¢éo, verificou-se que existe uma
tendéncia do inéculo 10° se equiparar ao in6culo 10°. Resultados semelhantes foram
obtidos nos estudos de Ribeiro-Roméo e colaboradores (2014), onde foi observado
um comprometimento inflamatério pouco intenso da pele em animais infectados com
10* parasitos, ao passo que extensa lesdo tecidual ocorreu nos animais infectados
com 10° e 10° parasitos, em um periodo mais tardio.

Estes achados sugerem que a resposta aos parasitos desencadeada, tanto
durante a fase silenciosa (resposta anterior ao surgimento das lesdes), como apo6s
essa fase (resposta gerada concomitantemente ao inicio lesdes), pelos inéculos
mais altos (10° e10°), gera uma resposta inflamatéria inicial mais intensa, que se
mantém até a fase cronica da infec¢do. Outros estudos em camundongos, também
observaram que in6culo baixo de L. major resulta em poucas alteracdes
histopatoldgicas, enquanto que o indculo alto resulta em alteracbes mais graves
(Kimblin et al., 2008).

A analise do infiltrado inflamatdrio induzido no tecido da bolsa de ar teve um
perfil semelhante com os trés indculos, no tempo de 15 dias pés-infec¢do, porém,
apos 45 dias de infeccdo, observou-se diferenca no infiltrado do tecido da bolsa
entre os animais que foram previamente infectados na pata com 10* e 10°> e com 10*
e 10°, sugerindo que a infecgéo primaria interferiu no processo inflamatério ocorrido

apos a reinfeccao na bolsa de ar. Provavelmente o perfil de citocinas produzidas na
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infeccdo primaria também influenciou no tipo e quantidade de células que foram
recrutadas no tecido da bolsa de ar.

N&o foi observada a presenca de amastigotas na analise histopatologica das
patas dos animais infectados e nem no tecido da bolsa nos periodos avaliados.
Achados semelhantes foram obtidos para L. braziliensis, onde ndo se observou a
presenca de formas amastigotas na lesdo e nem nos linfonodos popliteos (Fonseca
2016). Trabalhos relatam a presenca mais frequente de amastigotas nos indculos
10° e 10° em comparacéo com o inéculo 10% na fase cronica da infeccdo (Ribeiro-
Romao et al., 2014).

Portanto, em conjunto, os resultados deste trabalho mostram que o padrao de
migracao celular para a bolsa é influenciado pela presenca do parasito, e quanto
maior o indculo, mais intensa é a migracao celular. Além disso, os dados sugerem
também uma tendéncia do in6culo 10* induzir um controle mais eficiente da
infeccdo, uma vez que causa lesbes mais benignas e tardias com discretas
alteracdes histopatologicas, apresenta controle parasitario mais eficiente e induz
baixa modulacdo das citocinas IL-4, IL-10 e TGF- B. Ao contrario, o inéculo 10°
mostra tendéncia a um controle menos efetivo e mais tardio da infeccdo, causando
lesGes mais precoces e mesmo mediante a alta expresséao de IFN-y e iINOS, induz
também IL-4 e TGF-B, o que pode contribuir para a carga parasitaria mais alta

desses animais e o curso cronico da doenca.
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6 CONCLUSOES

A partir desses resultados podemos concluir:
e O padrédo de migracado celular para a bolsa de ar subcutanea € influenciado
pela presenca do parasito, e quanto maior o indculo de Leishmania, mais intensa
€ a migracdo celular, sugerindo que esse modelo pode ser utilizado para
mimetizar a reagao inflamatoria dos tecidos;
e A guantidade e tipo de leucécitos recrutados no exsudato da bolsa de ar e as
alteracdes histopatoldgicas do tecido da bolsa de ar sao influenciados pela carga
infectiva e pelo tempo pos-infec¢cdo da primo-infec¢édo, sugerindo que ambos séo
importantes para determinar o resultado da infeccéo.
e A menor carga infectiva apresenta uma tendéncia a induzir um controle mais
eficiente da infeccdo, uma vez que causa lesbes mais benignas e tardias com
discretas alteracdes histopatolégicas, apresenta controle parasitario mais
eficiente e induz baixa modulacéo das citocinas IL-4, IL-10 e TGF- B.
e A maior carga infectiva apresenta tendéncia a um controle menos efetivo e
mais tardio da infeccdo, causando lesdes mais precoces e maiores, € mesmo
mediante a alta expressao de IFN-y e iNOS, induz também IL-4 e TGF-, o que
pode contribuir para a carga parasitaria mais alta, nas lesbes e linfonodo de

drenagem da leséo, e o curso crbénico da doenca.
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7 PERSPECTIVAS

e Analise de citocinas inflamatérias e anti-inflamatérias expressas na bolsa
de ar (RT-gPCR) e relacionar com o perfil encontrado no linfonodo de
drenagem da leséo;

e Analise das principais quimiocinas expressas no tecido da bolsa de ar (RT-
gPCR) e relacionar com os tipos celulares que migram para a bolsa de ar;

e Analise dos tipos de leucdcitos e fenotipagem dos linfocitos predominantes
no tecido da bolsa de ar e relacionar com os que migram para a bolsa de ar

(Histopatologia e Imunohistoquimica).
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