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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Camila Souza Lemos

Para desvendar a fisiopatologia da leishmaniose humana, é necessario um
melhor entendimento de como a Leishmania é capaz de sobreviver por anos em
granulomas imunologicamente ativos. Neste estudo, utilizamos o modelo de
infeccdo macaco Rhesus-Leishmania braziliensis (Macaca mulatta) de
leishmaniose cutanea (LC), como um meio de avaliar a utilidade do sistema
primata no estudo da resposta inflamatéria cronica granulomatosa desenvolvida
pelo hospedeiro tanto na forma auto-resolutiva quanto na forma persistente da
doenca. Nossos achados reforcam a nogéo de que existe uma interagao entre o
sistema imune do hospedeiro e a capacidade patogénica do parasita no
resultado clinico da infeccdo por Leishmania. De acordo com o0s casos
documentados de LC em humanos induzida por L.braziliensis, as infec¢oes
experimentais neste modelo induzem a célula “T-helper” tipo 1 (Th1l) mediando-a
inflamagéo e levando a formagao de granulomas bem organizados, consistindo
de todos os tipos celulares especificos encontrados nos granulomas humanos.
N6s mostramos que o0s leucdcitos polimorfonucleares sao decisivos para
controle do parasita nos eventos iniciais da inflamacdo in vivo. Ademais,
fagocitos mononucleares que fagocitam granuldcitos apoptéticos parasitados
parecem ser a chave principal no estabelecimento da infeccdo nos macacos. A
formacdo do granuloma verificada nos animais € direcionada por diversos
mediadores inflamatérios que sdo importantes para o desenvolvimento das
células Thl e da funcdo de macréfagos efetores. A analise cinética da resposta
inflamatoria revelou variados marcadores fenotipicos de células positivas para
CD3, CD4, CD8, CD20, CD68, Foxp3 e HLA-DR. Digno de nota, agregados de
células B CD20" foram encontrados na les&do cronica, o qual serve como um
substrato morfolégico para orquestrarem ou modularem o desenvolvimento da
resposta duradoura na infeccdo persistente. Nossos achados indicam que
ambos 0s subgrupos de células regulatérias CD4 Foxp3* e Foxp3 expressando
interleucina-10 previne a erradicacdo da L. braziliensis da pele inflamada, desse
modo, suprimindo uma eventual resposta curativa em macacos com LC
persistente. Esses resultados apontam a viabilidade do uso desse modelo para
elucidar, totalmente, os mecanismos moleculares das células t regulatérias
mediadoras da supressdo na resposta imune efetora, resultando assim o
crescimento descontrolado do granuloma durante a leishmaniose, o que é
necessario ser considerado em qualquer estratégia proposta para o controle
terapéutico dessa importante doenca inflamatoria.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO

Camila Souza Lemos

In order to unravel the physiopathology of leishmaniasis in humans, it is
necessary to better understand how Leismania are able to survive for years
within immunologicallyactive granulomas. In the present study, we used a
Leishmania braziliensis-macaque (Macaca mulatta) infection model of cutaneous
leishmaniasis (CL) as a means of assessing the usefulness of this primate
system to study the host inflammatory granulomatous response involved in both
healing and non-healing forms of the disease. Our findings reinforce the notion
that an interplay exists between the host immune system and the pathogenic
capability of the parasite in the clinical outcome of leishmanial infection.
Consistent with documented cases of human L. braziliensis CL, experimental
infections induced a T-helper cell type 1 (Thl)-mediated inflammation leading to
the formation of well organized granulomas, consisting of all the specific cell
types found within  human granulomas. We provide evidence that
polymorphonuclear neutrophil leukocytes are decisive for parasite containment
by early inflammatory events in vivo. Furthermore, scavenger mononuclear
phagocytes engulfing most of the parasite-laden apoptotic granulocytes are likely
to be key players in establishing the infection in macaques. We show that
granuloma formation in macaques is orchestrated by diverse inflammatory
mediators that are important for Thl-cell development and macrophage effector
functions. A kinetic analysis of the inflammatory response revealed marked
variation in the number of positive cells for CD3, CD4, CD8, CD20, CD68, Foxp3,
and HLA-DR phenotypes. Of note, CD20" dense B-cell aggregates were found in
chronic lesions, which might serve as a morphological substrate for the
orchestration of the enduring host response to persistent infection. Our findings
indicate that both Foxp3" and Foxp3™ CD4" regulatory T-cell (Treg) subsets
expressing interleukin-10 might prevent clearance of L. braziliensis from the
inflamed skin, thereby eventually suppressing the healing response in macaques
with long-standing CL. These results point to the feasibility of using this model to
fully elucidate the molecular mechanisms of Treg-mediated suppression leading
to the uncontrolled growth of granulomas occurring in leishmaniasis, which will
need to be considered in any strategy designed for therapeutic control of this
important inflammatory disease.
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1. INTRODUCAO

1.1. Leishmania e as leishmanioses

Os parasitas do género Leishmania Ross, 1903 (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae) sado protozoarios flagelados, digenéticos (heteroxénicos),
apresentando dois estagios evolutivos distintos em hospedeiros invertebrado e
vertebrado: (1) a forma promastigota (com flagelo livre), que se desenvolve no tubo
digestivo do inseto vetor e (2) a forma amastigota (com flagelo rudimentar
intracelular), parasitando células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) do
hospedeiro vertebrado, multiplicando-se em endossomos de macréfagos (Lainson &
Shaw 1987). O desenvolvimento biolégico das Leishmania em flebotomineos esta
bem caracterizado (Walters et al. 1989). O vetor ingere macréfagos parasitados
durante o repasto sanguineo no animal infectado; com a rotura celular, as
amastigotas sdo liberadas no tubo digestivo do inseto, onde se transformam em
distintos estagios morfolégicos evolutivos até atingir a forma infectante (promastigota
metaciclica). A Leishmania multiplica-se por divisdo binaria e a diversidade genética
determinada nos microrganismos deste género decorre de mutagdes e/ou trocas

genéticas (Cupolillo et al. 1997).

As leishmanioses constituem infecgcdes crénicas causadas por diferentes
espécies de Leishmania, classificados nos subgéneros Leishmania e Viannia de
acordo com suas propriedades bioldgicas (Lainson & Shaw 1987). A morbidade da
infeccdo é muito variavel, ocorrendo desde Uulceras cutaneas localizadas até
manifestagdes clinicas mais graves, como a doenga cutanea difusa (com resposta
imune anérgica) ou disseminada, assim como a forma mucosa (com resposta imune
hiperérgica, do tipo retardado) e visceral ou calazar. A leishmaniose esta entre as 10
doencas consideradas negligenciadas pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO)
ocupando a categoria de doengas emergentes e sem controle (Lindoso & Lindoso
2009). A importancia desta patologia cresce também em decorréncia dos indices
elevados de mortalidade resultante de epidemias urbanas e co-infeccdo com HIV
(virus da imunodeficiéncia humana) onde formas clinicas severas ocorrem (Lloyd-
Smith et al. 2008), assim como a resisténcia dos parasitas ao tratamento especifico
(Davies et al. 2003)



As estimativas indicam que as leishmanioses afetam 12 milhdes de pessoas no
mundo, com incidéncia anual de 2 milhdes de novos casos, sendo 1,5 milhdes
destes com lesdes dérmicas. Estes valores sdo subestimados, considerando que em
apenas 33 desses paises ha registro compulsério da doenca (Desjeux 2004). Nas
Américas, a patologia incide em pelo menos 24 paises, constituindo muitas vezes
um problema de saude publica nacional (Grimaldi et al. 1989). No Brasil entre 2001
a 2007 foram registrados 185.037 casos de LTA distribuidos em todas as Unidades
Federadas e, atualmente, a regido Norte representa 40% dos casos, seguida pelas
regides Nordeste (31%), Centro-Oeste (16%), Sudeste (10%) e Sul (3%). Sua
incidéncia € mais frequente no sexo masculino (72%) e em maiores de 10 anos
(91,5%). A LTA representa 92% dos casos tendo a incidéncia em 2008 sido
estimada em 19.746 casos (Brasil Ministério da Saude -Vigilancia em Saude. 2009).

As leishmanioses no Novo Mundo séao em grande parte zoonoses, tendo como
reservatorios primarios de Leishmania diversas ordens de mamiferos silvestres (como
roedores, marsupiais, edentados, carnivoros e primatas), sendo a infecgao
transmitida por insetos vetores (Diptera, Psychodidae: Phlebotominae) do género
Lutzomyia (Lainson & Shaw 1987). Desse modo, a LTA acomete comumente
individuos que exploram florestas ou habitam em zonas rurais, embora a transmissao
humana seja freqiente em areas urbanas (Grimaldi et al. 1989). A estreita associagao
entre humanos e cdes domésticos (reservatorio secundario do parasita), assim como
a ampla distribuigdo dos vetores em habitats domiciliares, constituem condi¢des
propicias para a expansado da doenca em areas metropolitanas (Grimaldi & Tesh
1993). As medidas convencionais (i.e., aplicacdo de inseticidas nas residéncias e
eliminagcdo de cédes contaminados) usadas no controle da transmissdao humana tém
sido pouco eficazes, devido a varios fatores limitantes (Courtenay et al. 2002). A
transmissao poderia ser controlada pela imunizacdo com vacinas profilaticas, embora
nao ainda comprovada a eficacia dos imunégenos recombinantes candidatos (Coler &

Reed 2005) na protecéo contra a doenga humana ou canina (Davies et al. 2003).

Os agentes etiologicos mais frequentes de LTA s&o parasitas do subgénero
Viannia, em particular a espécie Leishmania (V.) braziliensis, que ocorre em pelo
menos 15 paises (Grimaldi et al. 1989). Analises moleculares indicam polimorfismo
genético em populagdes de L. (V.) braziliensis, sendo varios genotipos especificos
agrupados de acordo com as regides geograficas estudadas (Cupolillo et al. 2003).

Esse polimorfismo genético em uma populagdo natural de Leishmania pode ser



afetado pela complexidade dos ciclos de transmissao e pela co-existéncia de duas ou

mais espécies em uma mesma area (Brito et al. 2009)

Certas infecgdes dérmicas por Leishmania s&o auto-resolutivas, enquanto outras
persistem, podendo reincidir com lesdes secundarias metastaticas; cerca de 5% dos
casos de LTA causada por L. (V.) braziliensis desenvolvem a doenga mucosa,
durante ou apds (meses ou anos) a cura da lesédo cutanea primaria (Grimaldi & Tesh
1993). O espectro de formas clinicas da doenga reflete a viruléncia dos parasitas, no
caso relacionada com genes que expressam determinantes patogénicos (Chang et
al. 1999). Nao se sabe ainda os mecanismos moleculares envolvidos no tropismo
tissular diverso do patdégeno, porém multiplos fatores relacionados com o parasita
(determinantes invasivo, evasivo e patogénico) e o hospedeiro infectado
(determinantes imunes) devem estar implicados na expressao clinica diferenciada
da doenca. No caso da LTA causada por L. (V.) braziliensis em humanos, a
patologia distingue-se daquela associada com outros agentes etiologicos pelo
pleomorfismo clinico e carater evolutivo crénico da infecgéo (ativa ou latente), com
tendéncia para desenvolver lesbes secundarias na pele e/ou mucosa (Grimaldi &
Tesh 1993). A persisténcia do patégeno no hospedeiro imunizado reflete sua
capacidade de evasdo dos mecanismos microbicidas de macrofagos ativados.
Varios mecanismos imunologicos tém sido propostos como estratégias de
sobrevivéncia parasitaria, incluindo (i) modulagdo das atividades microbicidas dos
macrofagos parasitados (Bogdan & Rollinghof 1999); (ii) sintese de citocinas
inibitérias da ativagao de células Ty1 efetoras (Belkaid et al. 2002, Coller & Reed
2005); e (iii) albergue do patdogeno em fagoécitos nao-profissionais (como

fibloblastos), deixando de induzir assim imunidade especifica (Bogdan et al. 2000).

1.2. Bases celulares da infeccéo por Leishmania spp

A transmissdo da leishmaniose €& feita através da picada do flebotomineo
infectado (fémea adulta, hematofaga) que inocula em média 1000 parasitas no
hospedeiro (Rogers et al. 2004). Varios componentes moleculares da saliva do inseto
vetor (incluindo vasodilatadores, anticoagulantes e imunossupressores) facilitam o
repasto sanguineo, inclusive impedindo que o hospedeiro se torne sensivel a sua
picada (De Almeida et al. 2003; Morris et al. 2001). Alguns desses componentes

salivares modulam a resposta inflamatéria local, facilitando o estabelecimento da



infeccao primaria e a evolucao diferenciada da lesdo dérmica (Titus & Ribeiro 1988).
Entre os componentes salivares com efeitos relevantes no hospedeiro vertebrado,
destacam-se (1) o fator ativador de plaquetas (PAF), pela sua acdo dupla
vasodilatadora e imunossupressora (Lonardoni et al. 2000) e (2) a proteina
maxadilan, extraida da Lutzomyia, que é potente vasodilatador (Lerner et al. 1991;
Morris et al. 2001).

Quando o vetor inocula os promastigotas metaciclicas de Leishmania na pele do
mamifero, estas formas infectam, entre outras células hospedeiras, os fagdcitos
mononucleares, onde se transformam em amastigotas, replicando-se como tal nos
endossomos (Chang et al. 1990). O excesso de multiplicagado parasitaria rompe a
célula hospedeira e os amastigotas liberados infectam outros fagocitos recrutados
para o sitio da inflamacao (Alexander et al. 1999). Embora a infecgéo seja confinada
aos “fagocitos profissionais” (macrofagos e neutrdéfilos), os parasitas podem ser
ocasionalmente vistos em fibroblastos (Rittig & Bogdan 2000) e células dendriticas
(DCs), inclusive nas células de Langerhans residentes na epiderme (Alexander et al.
1999).

O estabelecimento da infecgao inicial,0 qual é considerado um estagio “silencioso”
(Belkaid et al. 2000), esta associado com a interacdo de grupos distintos de
moléculas do parasita, com receptores do hospedeiro sem ativar os mecanismos
efetores da resposta imunologica (Chang & McGwire 2002; Chang et al. 2003). A
apoptose (morte celular programada) embora participe da resolugado das inflamagdes
agudas é um desses mecanismos através do qual as células sdo fagocitadas sem
elicitar uma resposta inflamatéria (Savill et al. 1997). Pode ser assim, um dos
mecanismos utilizados pela Leishmania para se expandir silenciosamente por ser o
meio ambiente ideal para sua transformacao na forma amastigota (Getti et al. 2008).
A infeccdo da célula pelo parasita induz: permeabilizacdo da mitocéndria,
externalizacdo da fosfatidil-serina (PS) e ativacao de caspase (Getti et al. 2008). A
exposicao da PS €& um sinal indutor da fagocitose (Grimsley & Ravichandran 2003)
onde as células ndo infectadas reconhecem esse sinal e vao fagocitar células
infectadas e, consequentemente, os parasitas. Amastigotas podem deixar a célula
apoptética encapsuladas nos corpos apoptoéticos que sado rapidamente fagocitados
pelas células vizinhas que sdo capazes de reconhecer a PS na superficie da
membrana sem indugéo de inflamagao (Getti et al. 2008). O processo de apoptose

além de induzir a fagocitose dessas células sem resultar na ativagao do macroéfago



(Cocco & Ucker 2001), recruta novos macréfagos para o sitio da infecgao (Lauber et
al. 2003) representando o mecanismo pelo qual a Leishmania utiliza essas células
para se replicar. A ligagdo entre apoptose e disseminagéo da infecgdo foi confirmada
a partir do momento que se verificou que a indugcdo de apoptose apds a infecgao

aumentou o numero de macrofagos parasitados (Getti et al. 2008)

A presengca de promastigotas apoptéticas facilita a entrada silenciosa da
Leishmania nos neutrofilos uma vez que a sobrevivéncia e infectividade das nao
apoptéticas ocorrem quando esta é ingerida junto com os parasitas apoptoticos
(Laskay et al. 2008), outros achados in vivo e in vitro indicam que a populagao
apoptética facilita a sobrevivéncia dos parasitas nao-apoptéticos que sao
prontamente eliminados pelos neutrdfilos se forem fagocitados na auséncia de
promastigotas apoptéticas (van Zandbergen et al. 2006). Esse mecanismo de
sobrevivéncia parece estar relacionado ao fato de que a ingestdo de parasitas
apoptéticos diminui a secrecao de citocinas pro-inflamatérias como TNF, IL-1 e IL-12
pelos macrofagos (Henson 2004; Voll et al. 1997). As fungdes fagociticas sao
suprimidas através do reconhecimento da PS na membrana das células apoptdticas.
Essa fase é caracterizada pela liberagao de citocinas anti-inflamatérias como TGF- e
IL-10 e diminuigao da producao de TNF. Consequentemente o reconhecimento da PS
previne reagoes inflamatérias e respostas imunes contra abundantes proteinas
internalizadas e processadas de células apoptoticas (Fadok et al. 2001; Henson et al.
2001)

As leishmanias podem ser reconhecidas pelos neutrofilos e macréfagos por meio
de varios receptores expressos na superficie desses fagocitos (Masser & Rosenthal
1993). Alguns dos receptores dos leucocitos se ligam diretamente aos ligantes
especificos expostos na membrana externa do parasita, enquanto outros interagem
com microrganismos revestidos por opsoninas reacionais a infecg¢ao, incluindo (1) o
fragmento Fc de imunoglobulina G (IgG) e (2) os fragmentos C3b e C3bi do sistema
complemento, tendo entdo como receptores correspondentes o FcyR, o qual
reconhece o fragmento Fc de IgG e os CR1 e CR3, que reconhecem os fragmentos
C3b e C3bi, respectivamente (Cunningham 2002). O fragmento C3 pode ser ativado,
seja pela via classica (dependente de anticorpos) ou pela via alternativa inclusive pela
acao de enzimas proteoliticas presentes no exsudato inflamatério (Abbas & Lichtman
2003). Adicionalmente, os receptores CR1 e CRS3 interagem com outros ligantes

expressos em leishmanias, como a metaloprotease gp63 (Soteriadou et al. 1992),



lipofosfoglicanas (LPG) (Descoteaux & Turco 2002) e proteofosfoglicanas (PPG) (lig
2000).

Os promastigotas de L. (L.) major e L. (L.) mexicana utilizam como opsoninas
anticorpos IgG especificos para penetrar em fagocitos via o FcyR; os amastigotas
recorrem do mesmo mecanismo para infectar macrofagos (Alexander et al. 1999). No
caso de L. (L.) amazonensis, os promastigotas utilizam adicionalmente o receptor de
fibronectina, que reconhece a gp63 expressa na superficie do parasita (Vannier-
Santos et al. 1992). Além de reconhecer o ligante, a sinalizagdo intracelular
transmitida pelos FcyRs ativam os fagécitos, induzindo o aumento na degradagéo do
material ingerido, além de liberar para o intersticio proteases produzidas por essas
células infectadas (Nathan 1997). Em contraste, no caso da opsonizagdo pelos
fragmentos C3b e C3bi, esta via de ingestdo dos parasitas ativa menos o

metabolismo oxidativo do fagdcito infectado (Alexander et al. 1999).

Desde a descoberta dos TLRs no sistema imune o entendimento da interligagao
entre patogeno, células da imunidade inata e adaptativa cresceu enormemente
(Janeway et al. 2002). Existem 10 de TLRs nos humanos e 12 nos camundongos
(Ishii et al. 2008) Varios receptores que reconhecem microrganismos (incluindo os
TLRs, Fc e C3) e citocinas (principalmente IFN-y) atuam cooperativamente para
ativar os fagocitos a destruirem os parasitas ingeridos. Quando os TLRs de
macrofagos reconhecem ancoras de glicofosfatidilinositol (GPI) na superficie da
Leishmania, dois sinais sao ativados, um estimulando a produg¢do de TNF-a e de IL-
12, enquanto outro induzindo a sintese de éxido nitrico (Sttaford et al. 2002), tendo
efeitos pro-inflamatdrios, como vasodilatagéo, regulagao do influxo leucocitario, além

de causar injuria tecidual no sitio da infecgao (Ward et al. 1988).

Fagocitos profissionais como neutrofilos e macrofagos atuam como a primeira
linha de defesa do organismo apresentando mecanismos efetores para eliminagéo do
microrganismo no primeiro contato (Van Zandbergen et al. 2007). Neutréfilos e
macrofagos ativados destroem as leishmanias intracelulares mediante a producao de
moléculas microbicidas nos endossomos. A fusdo dos fagossomos com os
lisossomos resulta na formagédo dos fagolisossomos, onde os parasitas sdao mortos
pelas substancias microbicidas concentradas nesta organela. Dentro de
fagolisossomos, NO (gerado pela agao enzimatica da iINOS, expressa em
macrofagos ativados) combina-se com ROIls, produzindo radicais peroxinitrito,

altamente reativos, capazes de eliminar os parasitas (Remick & Villarete 1996;



Stenger & Rollinghoff 2001). Além disso, células NK ativadas por IL-12 derivada de
DCs passam a produzir IFN-y, que estimula ainda mais os macréfagos (Pashin et al.
2005).

As leishmanias evoluiram, contudo, de modo a sobreviver em macréfagos
ativados (Zambrano-Villa et al. 2002), através de varios mecanismos moleculares,
como: (i) impedindo a formagdo de fagolisossomos, através da agdo de LPG que
inibe a fusdo das membranas limitantes (Chanon & Kasper 1995); (ii) pela acédo da
gp63, capaz de degradar enzimas lisossomais (Cunningham 2002); (iii) inibicdo de
diversas cascatas de sinalizacao intracelular, incluindo vias dependentes de calcio e
inositol fosfatos (Olivier et al. 1992); (iv) inibicdo da produgdo de agentes
microbicidas, tais como ROIs (Descoteaux et al. 1992) e NO (Proudfoot et al. 1995);
(v) modulagdo da produgcao de prostaglandinas e leucotrienos (Matte et al. 2001),
assim como da resposta celular a citocinas (McDowell & Sachs 1999; Ray et al.
2000); e (vi) degradacéo de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) e reducédo da expressao de moléculas co-estimulatérias (como B7-1) em
macrofagos (Buates & Mattlashewsky 2001). Adicionalmente, LPG e gp63 funcionam
como envoltério dos parasitas, protegendo-os contra o complexo de ataque
membranar (MAC) gerado pelo complemento ativado (Descoteaux & Turco 1999).
Quando o fragmento C3bi atua como opsonina, a fagocitose favorece o parasita
(Alexander et al. 1999), pois a interacao via CR3 inibe a expressao de IL-12 na célula
infectada (Cunningham 2002). As leishmanias ingeridas por células de Langerhans
(Alexander et al. 1999) ou fibroblastos (Rittig & Bogdan 2000) sdo mais protegidas,

pois essas células hospedeiras nao produzem iNOS (Alexander et al. 1999).

1.3. Regulacado daimunidade nos sitios da infecgéo

1.3.1. Resposta imune inata

A evolucdo clinico-patolégica da leishmaniose reflete, em dultima analise, as
respostas imunes inata e adaptativa do hospedeiro, que modulam a resposta
inflamatdria nos sitios da infeccdo. O sistema imune inato constitui a linha inicial de
defesa do hospedeiro frente as infecgbes, enquanto que a imunidade adaptativa
especifica atua em seguida, decorrente da selegdo e expansdo clonal de células

imunocompetentes (linfocitos B e T), através de rearranjos somaticos de genes



codificando receptores que (reconhecendo antigenos especificos dos patégenos)
promovem respostas imunolégicas de memoria de longa duragcdo (Gourley et al.
2004). Para combater a multiplicagdo e a disseminagado de microrganismos o sistema
imune inato utiliza duas estratégias principais: (i) produ¢cdo de moléculas com
atividades anti-microbianas (defensinas e IFN) e (ii) mobilizacdo e ativacdo de

leucdcitos do sistema imune inato (macréfagos e neutrdéfilos) (Rasmussen et al. 2009)

Na imunidade inata, citocinas produzidas por macrofagos (IL-12, IL-1, TNF,
quimiocinas) e células NK (IFN-y) medeiam as reacgbes inflamatorias iniciais a
microrganismos (Gazzinelli et al. 1993), disparando desse modo varios mecanismos
efetores que sdo capazes de eliminar patdégenos intracelulares (MacMicking et al.
1997). As respostas imunes inatas também ativam APCs tais como macréfagos e
DCs, aumentando a capacidade co-estimulatoria e regulagao positiva na expressao
de moléculas do sistema MHC (Pashine et al. 2005). Esses segundos sinais
desencadeados pelas moléculas co-estimulatérias modulam entdo a magnitude e
natureza da imunidade adaptativa especifica, em que outras citocinas (L-2, IL-4, IL-5,
IFN-y) induzem a proliferacdo e a diferenciagdo de linfécitos estimulados por
antigenos e ativam células efetoras especializadas, tais como macréfagos (Kupper &
Fuhlbrigge 2004).

Células do sistema imune inato (neutrofilos, macrofagos, DCs, células NK) e
outros tipos celulares (endoteliais e epiteliais) expressam de maneira diferenciada
PRRs podendo assim ligar-se aos diversos PAMPs (Barton & Medzhitov 2002). Os
PAMPs sé&o estruturas moleculares conservadas de patdgenos, porém apresentando
diferencas entre diferentes espécies de microrganismos (Poltorak et al. 1998;
Mogensen 2009). Entre os PRRs os TLRs sdo os mais estudados. Os PRRs
consistem de receptores nao-fagociticos, tais como os TLRs e as proteinas NOD1 e
NOD2, assim como de receptores que induzem fagocitose (tais como, scavanger, de
manose e de [-glucan) pelos macréfagos (Gordon 2002). As APCs (como DCs e
macrofagos) sdo os tipos celulares que apresentam expressao mais intensa de PRRs
(lwasaki et al. 2004). Apos a interagdo com PAMPs, PRRs iniciam uma cascata de
sinalizagao que gera a ativacao de fatores de transcrigao (tais como, NF-kB e IRF3),
resultando entdo a expresséo de citocinas e outros eventos de ativagéo celular (Rutz
et al. 2004). A ligagao de diferentes TLRs induz distintos perfis de expressao génica
(Dillon et al. 2004). Atualmente existem 10 (TLRs 1-10) e 12 (TLRs 1-9 e 11-13)



membros da familia TLR nos humanos e camundongos respectivamente (Ishii et al.
2008).

Receptores nao-fagociticos que reconhecem PAMPs expostos extracelularmente
(como certos TLRs) ou intracelularmente (as proteinas NOD1 e NOD2), quando
associados com seus ligantes especificos, ativam NF-kB, resultando na expressao de
varios mediadores quimicos pro-inflamatérios (Girardin et al. 2003). Em humanos,
entre os genes regulados pela via do NF-xB incluem-se os de moléculas de adesao
endotelial (E-selectina e P-selectina), ICAM-1, VCAM-1, assim como os de
quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias, como IL-13 e TNFa (Kupper & Fuhlbrigge
2004). A ativagao de IRF3 aumenta a producao de IFN-y (Pashine et al. 2005). Estas
moléculas sao necessarias para recrutar os leucdcitos circulantes (incluindo a
migracdo e retencdo seletiva de linfocitos) no sitio inflamatorio. Dentre esses
leucécitos, ha componentes ndo antigenos-especificos (como neutréfilos e células
NK) e células antigeno-especificas (como linfocitos B e T efetores) que respondem

aos antigenos do patégeno (Kupper & Fuhlbrigge 2004).

Enquanto os TLRs se ligam diretamente ao parasita, os receptores do sistema
complemento sdo diretamente voltados contra os mediadores gerados pelo
hospedeiro logo apdés o contato com o parasita (Liszewski et al. 1996). O papel
desses mediadores vem a ser o aumento da reacdo inflamatéria mediada por
anticorpo além da geragdo do complexo de ataque a membrana via sistema
complemento (C5b-C9) levando a lise das células indesejadas (Maurer et al. 2009).
Na infeccdo por Leishmania, apds a transmissao de promastigostas metaciclicas na
derme do hospedeiro, o parasita interage com o soro e ativa o sistema complemento
tanto pela via classica quanto na alternativa (Dominguez et al. 2003). A opsonizagéo
de promastigotas de Leishmania com moléculas do sistema complemento é rapida e,
interessantemente, o processo de lise via formacdo complexo de ataque a membrana
(C5b-C9) se inicia sessenta segundos apos o contato com o soro (Dominguez et al.
2003). Tal processo resulta numa eliminagao eficiente de aproximadamente 90% de
todos os parasitas inoculados em poucos minutos. Amastigotas intracelulares séo
menos sensiveis ao processo de lise uma vez que apresentam uma alteragao de
membrana durante seu desenvolvimento que impede a inser¢ao do complexo de
ataque a membrana (Sacks & Noben-Trauth 2002; Dominguez et al. 2003). As
leishmanias também apresentam mecanismos de escape frente ao sistema

complemento ja que sao capazes de expressar proteinas-cinases que fosforilam C3,



C5 e C9 o que leva a inibicado do complemento, além apresentarem moléculas de
superficie (LPS, Gp63) que medeiam a ligacdo ao C3bi na superficie do parasita com
forma alongada, contribuindo assim para a resisténcia ao processo de lise pelo

complemento (Maurer et al. 2009).

O tecido epitelial atua na protegado contra infecgdo por parasitas patégenos por
meio de duas importantes estratégias complexas e complementares prevenindo nao
s6 a invasao parasitaria (fungao de barreira), mas também sensibilizando a resposta
imune do hospedeiro contra a infecgao (fungédo imunoldgica) (Maurer et al. 2009). A
resposta inflamatéria contra leishmanias na pele ocorre no tecido conectivo
vascularizado, com a participacdo de plasma, células circulantes (neutrofilos,
monaocitos, eosinodfilos, linfécitos, basoéfilos), vasos sanguineos, assim como
constituintes celulares (mastdcitos, macréfagos residentes ou histiécitos, fibroblastos,
linfécitos T e extra-celulares (colageno, elastina, fibronectina, laminina) da derme
reticular (Spellberg 2000). A principal funcédo do sistema imune inato da pele é a
detecgcao de parasitas invasores, recrutamento de células inflamatérias para o local
da infecgao e facilidade e promogdo da indugéo da imunidade adaptativa (Maurer et
al. 2009). Os mastdcitos atuam regulando o tdnus vascular; os fibroblastos secretam
fatores de crescimento celular (como de leucdcitos e queratindcitos), além de
sintetizarem proteinas estruturais (como colageno e elastina) uteis no reparo tecidual.
Os histiocitos atuam na fagocitose inicial e como APCs, além de produzirem uma
série de mediadores locais. As DCs expressam moléculas de MHC classe |l e CD1,
funcionando como importantes APCs (Spellberg 2000; Kupper & Fuhlbrigge 2004).
Cerca de 98% dos linfocitos T da pele normal ocorrem na derme reticular, sendo a
maioria linfécitos T de memodria, acumulando-se nos espagos perivasculares. Na
derme, as freqliiéncias de células T CD4" e CD8" s&o equivalentes. Contudo, a pele

normal n&o contém linfocitos B (Spellberg 2000).

Outros constituintes celulares da epiderme [queratindcitos (90%), células de
Langerhans (5%) e linfocitos T CD8" de memoria (1%)] tém papel igualmente
relevante na imunidade do hospedeiro (Kupper & Fuhlbrigge 2004). Os queratindcitos
produzem grandes quantidades de IL-1a e TNF-a, assim como peptideos
antimicrobianos (B-defensinas), em resposta a diversos agressores (Kupper et al.
1995) além de expressarem TLR1 e TLR4 (Song et al. 2002). IL-1a e IL-1B
sintetizadas pelas células de Langerhans estimulam ainda mais os eventos celulares

(extravasamento de leucdcitos circulantes e fagocitose de microrganismos) no local
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da inflamagéo aguda (Steinhoff et al. 2001). IFN-y secretado por linfocitos T, células
NK (Boehm et al. 1997), macrofagos e DCs (Frucht et al. 2001) induz a sintese de
TNF-a pelo macrofago ativado, estimulando assim a producédo de IL-1 (Abbas &
Lichtman 2003). IL-1B8 e TNF-a induzem a expressao de moléculas de adesao (ICAM-
1, VCAM-1) nas células endoteliais, que passam entdo a interagir com receptores
especificos (LFA-1, Mac-1, LPAM-1) de leucdcitos, com fungdes importantes na
adesao e transmigragdo de neutréfilos e mondcitos para os locais da inflamacgao.
Além disso, o IFN-y aumenta a expressao de IL-12 por macréfagos e mondcitos
(Trinchieri 1995), tendo papel importante na ativagdo de células NK e macrofagos
(Boehm et al. 1997).

Os neutréfilos contribuem para a primeira linha de defesa do organismo contra
agentes ou substancias estranhas que penetram as barreiras fisicas do corpo
(Nathan 2006). Sao as primeiras células recrutadas para o sitio da infeccédo por
Leishmania major (Belkaid et al. 2000). A medula 6ssea de um individuo sadio produz
cerca de 10" neutrdfilos por dia e aumenta sua produgdo para 10'? durante uma
inflamacao aguda. Apds a produgao e liberagdo da medula, eles entram na circulagao
e representam mais de 50% dos leucécitos circulantes (Laskay et al. 2008). Sao as
células efetoras primarias que atuam na destruicdo do patégeno invasor. O modo
inicial de ataque é a fagocitose do patdogeno podendo ser por mecanismos
dependentes ou ndo de opsonizagao do patégeno (Ofeck et al. 1995; Uthaisangsook
et al. 2002) As opsoninas (imunoglobulinas, C3bi, lectina ligante de manose) sao
componentes do soro que agem ligando a superficie do microrganismo a um receptor
na superficie do fagocito. Fagocitose do microrganismo pode ser mediada pelo
reconhecimento direto do patdégeno associado a PAMP via PRR em um processo
entdo independente de opsonizacao (Ofek et al. 1995). A maioria dos microrganismos
ingeridos sdo mortos rapidamente pelos neutrofilos (Nathan 2006). No entanto,
alguns patdégenos sobrevivem no meio ambiente hostil da célula hospedeira. Essa
sobrevivéncia pode ser explicada por trés distintos mecanismos: (i) escape do
fagossoma dentro do citoplasma da célula; (ii) boqueio da fusdo fagossoma-

endossoma; (iii) Inibicdo da indugao do processo oxidativo (Laskay et al. 2008).

As células NK sdo uma sub-populagao de linfécitos efetores (constituem 10% dos
leucéceitos mononucleares circulantes) que destroem células do hospedeiro
infectadas, através de mecanismos imunolégicos diversos (Becker et al. 2003). As

células NK sao recrutadas logo nos momentos iniciais da infec¢ao, fazendo parte da
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primeira linha de defesa contra o agente invasor. Uma vez no tecido, secretam
citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias, como IFN-y, TNF-a e MIP-1a (Korbel et al.
2004). A expansao e as atividades das células NK sao estimuladas por diversas
citocinas (IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, TNF-a e IFN-y), em particular IL-15 (fator de
crescimento para células NK) e IL-12 (indutor potente da producdo de IFN-y e
atividade citolitica pelas células NK) derivadas de macréfagos (Scharton-Kersten et
al. 1995). A célula NK ativada passa a produzir mais IFN-y, aumentando também sua
atividade citotdxica (Nylen et al. 2003), além de ativar mais macréfagos infectados
(Scott & Trinchieri 1995; Maasho et al. 1998). Outras citocinas [IL-4, IL-10 e TGF-f3]
suprimem, contudo suas fungdes bioldgicas (Colucci 2003). As células NK tém papel
relevante na resisténcia precoce contra L. major, pois o decurso da infecgao
experimental € mais severo em camundongos depletados dessas células (Laskay
1993). Ha evidéncia indicando que as células NK interagem com promastigotas,
através do TLR-2 que reconhece ancoras de GPIl em protozoarios (Campos et al.
2001). As células NK sofrem inibicdo da sua proliferacéo via gp63 da superficie de
Leishmania (Lieke et al. 2008)

Células dendriticas agem como sentinelas a intrusdo de microrganismos. Na
epiderme, DCs (chamadas de células de Langerhans) sao sésseis e tem por fungéo a
vigilancia do microambiente local através de movimentos ocasionais de seus
dendritos (Lai Guan et al. 2008). As DCs imaturas residentes na pele (incluindo as
células de Langerhans da epiderme) expressam receptores de quimiocinas (CCR1,
CCR5 e CCRG6), os quais mantém essas células na pele. As DCs ativadas expressam
menos esses receptores, deixando de reagir assim com os ligantes MIP-1a, MIP-13 e
MIP-3a, respectivamente. Essas DCs imaturas expressam in vitro altos niveis de
CCR2 e CCRS5 na sua superficie estando potencialmente capaz de migrar em
resposta as quimiocinas CCL2/MCP-1 ou CCL3/MIP-1a respectivamente (Ritter &
Korner 2002). As células de Langerhans expressam CCR7, que interage com as
quimiocinas SLC e ELC, induzindo assim o trafego de linfécitos T e DCs para a zona
de células T em linfonodos (Sozzani et al. 1998). Esta migracao celular direcionada é
fundamental na resposta imune adaptativa (Luster 2002). DCs recém-chegadas no
linfonodo de drenagem expressam a quimiocina DC-CK1 e recrutam linfocitos T naive
(Luther et al. 2000; Adema et al. 1997). Alguns linfocitos T ativados no local (no caso,
pelo reconhecimento antigénico via MHC) expressam CXCR3, sendo assim

recrutados para o sitio inflamatério. Certas células T diminuem a expressdo de CCR7,
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mas aumentam a de CXCRS5, migrando entdo para centros germinativos de
linfonodos, onde ativam linfocitos B. A quimiocina BLC direciona igualmente o fluxo
de células T auxiliares que expressam CXCRS5 para os centros germinativos (Luster
2002).

As células de Langerhans tém papel importante na imunidade contra leishmanias
(Zuluaga & Robledo 2004), pois capturam e processam os antigenos do parasita
(Baldwin et al. 2004). Essas DCs quando ativadas migram para as areas T dos
linfonodos (Moll et al. 1995), onde apresentam antigenos para as células T naive
(Reis & Sousa 2004). As células T primadas que expressam o antigeno linfocitario
humano (CLA) migram entdo para a pele infectada (Spellberg 2000). DCs ativadas
diminuem a fagocitose, enquanto expressam mais moléculas MHC, co-estimulatérias
e de adesao, além de secretar citocinas e quimiocinas, atuando assim na sinalizagao
intercelular e no recrutamento inicial dos leucdcitos (Udey et al. 2001; Brandonisio et
al. 2004), assim como na manutencao prolongada da imunidade contra re-infecgdes,

mediada por células T de memdria (Moll et al. 1995).

A grande meta da resposta imune inata € montar a primeira linha de defesa do
organismo sem ocasionar dano tecidual excessivo e ao mesmo tempo facilitar e
estimular o desenvolvimento de uma resposta imune especifica e duradoura
(Medzhitov 2008).

1.3.2. Resposta imune adaptativa

A ativacdo e a fase efetora da resposta imune adaptativa especifica sao
acionadas quando linfocitos T naive reconhecem o antigeno e sao ativados nos
orgaos linféides periféricos (como os linfonodos de drenagem da infecgdo dérmica),
resultando na expanséao de linfécitos antigeno-especificos e na diferenciacdo dessas
células em linfécitos T CD4" e CD8" efetores e de memoria. As células T naive
necessitam das DCs para a ativacdo, enquanto as células T efetoras podem
responder aos antigenos apresentados por uma variedade de APCs. Além dos sinais
induzidos pelo antigeno, a proliferagao e diferenciagcado das células T requerem outros
sinais que as moléculas co-estimuladoras (como o CD28) enviam para as APCs
ativadas (neste caso, ligando-se as proteinas B7-1 ou CD80 e B7-2 ou CD86)
(Lanzavecchia & Sallusto 2000). Células T auxiliares ativadas pelo antigeno e pelas

moléculas co-estimulatérias B7 expressam a molécula ligante CD40L que se liga ao
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seu receptor CD40, expresso nas células B apresentando o antigeno, resultando na
expansao clonal desta populagcdo que se diferencia em plasmécitos produtores de
anticorpos especificos (Clark & Ledbetter 1994). Evidéncia experimental sugere que
as células B tém um papel importante na defesa contra uma variedade de patégenos
intracelulares como bactérias, fungos e parasitas. A significancia das células B
mediando a apresentacdo de antigeno varia de acordo com o antigeno e as
condigdes imunoldgicas (Rodriguez-Pinto 2006) resultando em um notavel impacto

sobre as respostas de células T (Maglione & Chan 2009)

Mosmann & Coffman (1989) identificaram duas sub-populacdes de linfocitos T
CD4" auxiliares com funcdes bioldgicas bem distintas (pela produgéo diferenciada de
citocinas), denominadas Tw1 (que sintetizam IFN-y, IL-2 e TNF-a) e T2 (que
sintetizam IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13). A resposta Tu1 ativa a capacidade
microbicida de macréfagos e auxilia a produgéo de anticorpos citoliticos e/ou a reagao
de hipersensibilidade do tipo retardada (DTH) na imunidade contra patdégenos
intracelulares (Trinchieri 1993). Em contraste, a resposta Ty2 estimula a produgao de
anticorpos e ativa assim mastocitos e eosindfilos, além de inibir varias fungdes dos
macrofagos (Coffman et al. 1988; Fiorentino et al. 1991). O desequilibrio regulatério
eventual das respostas Ty1/Ty2 pode induzir alteragbes teciduais de natureza

imunopatolégica (Romagnani 1994).

Ha outra sub-populagéo diferenciada de linfécitos T CD4" reguladores, chamada
de Ty3, caracterizada por expressar também a molécula CD25 e sintetizar IL-10
(Belkaid et al. 2002) e/ou concentracbes elevadas do TGF-B (Broide et al. 1989),
exercendo funcdo biolégica diversa (p.ex., atividade supressora de macréfagos;
inibicdo da expanséo clonal de linfocitos B, assim como da producéo de linfécitos T
citotdxicos; supressdo do crescimento de certos tipos celulares, como epiteliais e
endoteliais; estimulagdo de mioblastos e fibroblastos, que produzem colageno e
fibronectina; aumento da sintese de inibidores de proteases que degradam
componentes da matriz extracelular, participando assim nos processos de reparo
tecidual) (Mendez et al. 2004). Além de expressarem CD25 as células regulatorias
(Tregs) também expressam CTLA-4 e Foxp3 sendo este ultimo considerado o melhor
marcador para as células T CD4'CD25" reguladoras (Hori et al. 2003). As células
Tregs tém importante fungcdo no controle da resposta imune durante infecgbes
microbianas (Belkaid 2007). Apresentam mecanismos supressivos que podem ser

divididos em trés categorias: contato célula a célula, secreg¢édo local de citocinas
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inibitérias (IL-10) e competicdo local por fatores de crescimento (Tang & Bluestone
2008; Askenasy et al. 2008). Sao capazes de reconhecer antigenos nas doengas
infecciosas e modular negativamente tanto a resposta Th1 como a Th2 (Belkaid et al.
2002; Belkaid 2007). Em lesbes causadas por L.braziliensis, L.major e L.amazonensis
existem evidéncias que células Foxp3® acumulam e suprimem a proliferacdo e
producao de citocinas por células T efetoras (Ji et al. 2005; Campanelli et al. 2006;
Peters & Sacks 2006). Outro mecanismo de agado das células Tregs vem a ser a
apoptose das células T efetoras (Askenasy et al. 2008; Yolcu et al. 2008). No entanto
a relacao entre células Treg e diferentes apresentagdes clinicas da LTA nao esta

clara.

Formas persistentes de LTA em humanos sdo comumente associadas com niveis
elevados da citocina destivadora IL-10 (Anderson et al. 2007). A IL-10 € uma citocina
pleiotropica, com propriedades anti-inflamatérias que incluem a supressao da funcao
de DCs e nao responsividade dos macrofagos aos sinais de ativagdao (Moore et al.
2002). Pode ser produzida por diferentes tipos celulares que incluem células B,
macrofagos, DCs, células Th2 e uma populagédo distinta de células Tregs, sendo
importante lembrar que, nas formas crénicas da leishmaniose tanto em camundongos
como nos humanos, as fontes produtoras de IL-10 ainda n&o estdo bem definidas
(Kane & Mosser 2001). A leishmaniose induz o recrutamento localizado com
producgéo de IL-10 pelas células inatas, pelas Tregs naturais (CD4" CD25" Foxp3®) e
induzidas (CD4" CD25 Foxp3).

As células Tregs naturais se originam no timo e sédo controladas através da
atividade do fator de transcricdo Foxp3 (Sakaguchi 2004) sendo que células T CD4"
com essas atividades regulatorias também podem ser geradas de células T naive
apos o encontro desta com antigenos estranhos na periferia (Mills & McGuirk 2004;
O’'Garra et al. 2004). Células CD4" CD25 Foxp3™ conhecidas também como Tr1 e
células Treg adaptativas ja foram encontradas regulando processos infecciosos
causados por Heliobacter hepaticus e suprimindo a resposta protetora Th1 em
camundongos infectados com Bordetella pertussis (Kullberg et al. 2002; McGuirk et
al. 2002). Em humanos a IL-10 produzida por células Treg induzidas pode limitar a
resposta imune contra os antigenos de Mycobacterium tuberculosis e contra aos
antigenos de helmintos em pacientes com oncocercose (Boussiotis et al. 2000;
Satoguina et al. 2002). A IL-10 produzida pelas células T CD25 Foxp3™ é necessaria

para a evolugdo do fendtipo de persisténcia da lesdo em camundongos infectados
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com L.major enquanto que, surpreendentemente, células Treg naturais promovem a
resisténcia do hospedeiro a infecgao (Anderson et al. 2007). IL-10 produzida por
células T CD8+ podem suprimir certas respostas auto-imunes representando assim
outra linhagem distinta de células Tregs induzidas (Noble et al. 2006) embora seu
papel em doencas infecciosas ainda ndo tenha sido demonstrado. Deste modo,
multiplas fontes de IL-10 (células T e células ndo T) podem potencialmente contribuir
para a supressao das respostas curativas em infecgdes cronicas e a IL-10 produzida
pelas células T CD4+ sédo heterogéneas quanto a origem, requerimentos para a

ativagdo e mecanismos de agao (Anderson et al. 2007).

A diferenciagao funcional dos linfécitos T CD4+ auxiliares nos fenétipos Ty1 e T2
depende do microambiente inicial de citocinas dominantes no local da inflamagao
(Kupper & Fuhlbrigge 2004). Quimiocinas especificas também influenciam na
diferenciagdo de células Ty0 em Tyl ou Tu2 (Rossi & Zlotnik 2000). As DCs
constituem o tipo celular mais importante envolvido na ativagao inicial de células T
CD4" T40 e na indugéo da diferenciagéo de células T CD8" para CTLs (Banchereau et
al. 2000). A IL-12 derivada de DCs ativadas influencia a diferenciacao de células T
CD4" para o fendtipo Ty1 (Trichieri 1993), as quais produzem principalmente IFN-y,
ativando assim macrofagos para eliminar microrganismos fagocitados (e secretar
mais IL-12) (Pashine et al. 2005; Stenger & Rollinghoff 2001). A ativacao diferencial
de DCs gera respostas imunes adaptativas qualitativamente distintas. No caso de
DCs derivadas de linfonodos, quando ativadas, promovem resposta tipo Tu1 (pela
sua maior capacidade de secretar IL-12), enquanto que DCs mieldides ativadas

geram resposta tipo Ty2 (Pulendran 2004).

A expressdo precoce de citocinas tipo Ty1 é relevante na imunidade contra
infecgdes intracelulares (O’'Regan et al. 2000). Em contraste, a resposta tipo Th2 inibe
a capacidade microbicida dos macréfagos, além de estimular a producédo de
anticorpos, ativando assim as fungdes de mastocitos e eosindfilos (Coffman et al.
1988; Fiorentino et al. 1991). Essas sub-popula¢des auxiliam de maneira diferenciada
linfécitos B na produgéo de anticorpos. Assim, enquanto os linfécitos Ty1 medeiam a
producao de IgG2a e IgG3 em camundongos, as células Ty2 auxiliam a expressao de
IgG1, IgG2b, IgA e IgE (Stevens et al. 1988). Merece registro o papel funcional ainda
desconhecido dos anticorpos especificos na protecado contra as leishmanias. Titulos
de anticorpos anti-Leishmania da classe IgG sdo detectados em pacientes com

formas pleomérficas da doenca (Grimaldi & Tesh 1993).
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O principal mecanismo de defesa contra Leishmania é a imunidade mediada por
linfocitos CD4™ Ty1 que secretam IFN-y (ativando assim os macréfagos para eliminar
0s parasitas), enquanto que a suscetibilidade do hospedeiro esta associada com a
atividade supressora de macrofagos por citocinas derivadas de linfocitos CD4" T2
(IL-4) efetores ou Ty3 reguladores (IL-10 e/ou TGF-B) (Belkaid et al. 2002; Mendez
et al. 2004). As células T CD8" especificas parecem atuar mais nas respostas de
memoria, associadas com a imunidade de longa duragédo (Coler & Reed 2005). A
producdo de IL-6 pelas DCs pode inibir a atividade supressora de células Th3
reguladoras (Pasare & Medzhitov 2004).

1.3.3. Recrutamento e retencdo de células T nos sitios inflamatérios

Os estudos sao ainda escassos quanto a expressao diferencial de mediadores
inflamatorios (citocinas e quimiocinas/receptores) em pacientes com LTA. Na fase
aguda da infecgdo dérmica por L. major, os primeiros leucécitos recrutados para o
local da inflamagdo sé&o neutréfilos (Chen et al. 2005). Ha um fator quimiotatico de
Leishmania (LCF), produzido pelas promastigotas metaciclicas no sitio inflamatério,
que medeia o recrutamento de neutrdfilos, porém nao de leucdcitos mononucleares
(Awasthi et al. 2004). As quimiocinas parecem ter papel importante na contengao ou
progressdo da LTA em humanos (Ritter et al. 1996) uma vez que controlam a
migracao e atividade das células imunes nos tecidos inflamados e LFNs drenantes
(Bromley et al. 2008). Assim, a expressao elevada da MCP-1 atrai mondcitos e certas
populagdes de linfécitos T, além de estimular o metabolismo oxidativo de macrofagos
para reduzir a carga parasitaria. Em contraste, a expressdo da MIP-1a predomina
(quando comparada com a CCL2/MCP-1) em pacientes com leishmaniose cutanea
difusa (LCD). Estudos pioneiros indicaram que linfocitos T presentes em lesdes de
LCD expressam pouco mRNA de IFN-y, fato este associado com a replicagao
parasitaria descontrolada (Castes et al. 1988). Em contraste, na LTA com tendéncia
auto-resolutiva, os fagdcitos e linfocitos T ativados expressam regularmente IFN-y,
reduzindo assim o numero de parasitas nas lesdes (Castes et al. 1984a; Pirmez et al.
1990a; Pirmez et al. 1993). O IFN-y também potencializa a expressdao de HLA-DR
(molécula MHC de classe Il) em queratindcitos na LTA (Pirmez et al. 1990b). As
lesdes cutaneas auto-resolutivas apresentam uma elevada expressao de quimiocinas
Th1 como CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10 e pouca expressdo de
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CCL3/MIP-1a. Na leishmaniose cutadnea difusa (LCD) a expressao dessas
quimiocinas é invertida onde a CCL3/MIP-1a é a dominante e as quimiocinas
CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10 sao expressas em baixos niveis. A
quimiocina CCL2/MCP-1 induz atividade leishmanicida nos mondcitos de humanos
em contraste com CCL3/MIP-1a. Esse efeito é intensificado pelo IFN-y e revogado
pela IL-4 (Ritter & Korner 2002). Tratamentos com IP-10 ou MCP-1 reduzem
significativamente a carga parasitaria, sendo este processo dose dependente e tem
como alvo a indugdo da producédo de o6xido nitrico (Vasquez & Soong 2006). A
producdo desequilibrada de mediadores inflamatérios em resposta a infeccdo por
L.braziliensis contribui para o recrutamento celular e severidade da doenca. Enquanto
a infecgdo por L.braziliensis induz a producdo de CXCL10 e IL-10 em PBMCs e
macrofagos de humano, o aumento da expressdo de CXCL10 e do receptor do
CXCR3 é detectado predominantemente em mondcitos CD14+ (Vargas-Inchaustegui
et al. 2009)

A fase ativa da LTA é marcada por um infiltrado inflamatério crénico rico em
macrofagos, linfocitos e plasmocitos (Ambroise-Thomas 2001). Varios aspectos
histopatoldgicos foram observados em diferentes lesées ou mesmo na mesma leséo
(Bittencourt & Barral 1991). A lesdo dérmica pode resolver espontaneamente (quando
removidos os estimulos injuriantes, ha substituicdo fibrosa cicatricial da lesdo) ou
persistir (Ridley 1987; Grimaldi & McMahon-Pratt 1991), neste caso surgindo outros
danos causados pela agdo de macréfagos fortemente ativados pelas células T, que
liberam produtos microbicidas (como ROIs e NO) no ambiente extracelular, causando
assim destruicao tecidual (Ward et al. 1988; Romagnani 1994) e tentativas de reparo
induzindo angiogénese e fibrose (Murray 2001). Ap6s a morte celular, neutréfilos e
macréfagos liberam enzimas lisossomais para o intersticio, causando focos de

necrose tecidual (Tapper 1996).

Os dados de analises in situ de linfécitos T efetores/de memoria presentes em
LTA, causada principalmente pela L. braziliensis s&o por vezes contraditorios (Modlin
et al. 1985; Barral et al. 1987; Morsy et al. 1989; Pirmez et al. 1990a; Conceigéo-Silva
et al. 1990; Martinez-Arendes et al.1991; Esterre et al. 1992; Uyemura et al.1993;
Lima et al.1994; Da-Cruz et al. 1994). Embora os linfécitos T predominem nas lesoes,
as proporgoes entre células T CD4" e CD8" sdo muito variaveis no decurso da reacao
inflamatoria (Martinez-Arends et al. 1991, Lima et al. 1994; Vieira et al. 2002; Da-Cruz

et al. 2005; Souza-Lemos et al. 2008). Na LTA com tendéncia auto-resolutiva (Oliveira
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Neto et al. 1997) os numeros de linfocitos T CD8" aumentam em lesdes dérmicas
mais avangadas, sugerindo assim sua acao curativa (Da-Cruz et al. 2005; Souza-
Lemos et al. 2008). Entretanto, ainda nao esta claro o papel funcional que linfécitos T
CD8" exercem na imunidade adaptativa contra Leishmania. Uma propor¢éo de
linfocitos T CD8" ativados funciona como células de memoria, induzindo assim
imunidade de longa duragdo contra a re-infecgdo (Muller 1992). Outras atividades
biolégicas de linfocitos T CD8" efetores (como citotoxicidade mediada pela perforina e
a apoptose induzida em macrofagos parasitados) poderiam conter a infecgéo
(Tsagozis et al. 2003). A acdo citotoxica de linfocitos T CD8" ativados poderia liberar

eventualmente amastigotas residentes em fibroblastos (Sacks e Noben-Trauth 2002).

1.3.4. Formacéao e manutencao de granulomas nas lesdes

A reacdo granulomatosa, descrita ha mais de cem anos por Virchow € um
substrato morfolégico de muitas doengas infecciosas, sendo os granulomas marcas
de doencgas cronicas como tuberculose, brucelose, esquistossomose e hanseniase
podendo também se desenvolver devido a presencga de alérgenos e metais (Fuller et
al. 2003). A lesao granulomatosa é geralmente considerada como resultado de uma
estimulacdo antigénica cronica (Boros 1978; Mariano 1995) apresentando
morfologicamente uma colegdo focal de células mononucleares circundadas por
tecido conectivo (fibroblastos, fibras de colageno e vasos recém formados). Um halo
de mondcitos recém chegados e um pequeno numero de linfocitos é observado entre
células do tecido conectivo em proliferacdo e o foco da lesdo. Muitas células
mononucleares arranjadas numa formagao palicada ocupam o centro da lesdo. Essas
células sdo chamadas de células epitelidides devido sua semelhanga com as células
epiteliais. Entre as células epitelidides, células gigantes multinucleadas e macréfagos
sdo observadas areas centrais de necrose (Adams 1974; Aschoff 1950). O dano
tecidual como a necrose e a fibrose durante o processo de cicatrizagdo € uma
complicagao frequente de alguns granulomas. Essa leséo inflamatéria crénica foi por
muito tempo considerada necessaria para a contencdo da infecgao (Rubin 2009).
Estudos recentes, no entanto, sugerem que os granulomas podem ajudar a promover
a infeccdo em vez de simplesmente conté-la (Davis & Ramakrishnan 2009).
Granulomas estdo presentes em individuos imunologicamente competentes, mas
ausentes ou mal formados em individuos imunologicamente comprometidos (Rubin
2009).
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A reagao granulomatosa ocorre quando macrofagos infectados ficam rodeados
por outros macrofagos tentando assim fazer uma espécie de barreira para prevenir a
disseminagdo do microrganismo (Fuller et al. 2003). Esse desenvolvimento do
granuloma depende do movimento das células rumo ao sitio inflamatério através da
expressdo de moléculas quimiotaticas (Ferrero et al. 2003). O sitio inflamatério
produz citocinas como IFN-y e TNF-a que induzem a produgao de quimiocinas pro-
inflamatorias (Baggiolini 1998; Roach et al. 2002), com um papel importante no
recrutamento de células para o tecido (Baggiolini 1998; Luster 1998). O TNF-a € uma
citocina importante na formacao e manutencgao do granuloma (Bean et al. 1999; Dixon
et al. 2000; Roach et al. 2002). IFN-y induz a produgao pelos macrofagos e DCs de
ligante do CXCR3, CXCL9, CXCL10, CXCL11 que recruta células CXCR3" (Sallusto
et al. 1998). A expressdo abundante de ligantes do CXCR3 e de citocinas
inflamatorias como IFN-y e TNF-a sugere o recrutamento continuo de células e um
estado de inflamagao cronica contribuindo assim para a formagao e manutencao do
granuloma (Fuller et al. 2003). Avaliando-se a composigdo celular do granuloma
verifica-se uma predominancia de macréfagos (CD68") que se apresentam
completamente distribuidos na lesdo. Os linfocitos T (CD3") estdo dispersos nas
por¢des celulares da lesdo granulomatosa cronica enquanto que raros linfocitos B
(CD20") se apresentam localizados na periferia, como colecdes focais (Fuller et al.
2003)

A lesdo é mantida pelo constante recrutamento de células da circulagao,
principalmente mondécitos, que podem se transformar em macréfagos ativados ou
células epitelidides e ocasionalmente podem se fundir formando células gigantes
(Mariano 1995). Estudos utilizando timidina triciada demonstraram que células do
granuloma, incluindo células epitelidides e células gigantes multinucleadas sao da
mesma linhagem (Spector & Lykke 1966; Mariano & Spector 1974) fato este
confirmado quando mondcitos em cultura de tecidos se desenvolvem em células
epitelidides e células gigantes (Sutton & Weiss 1966). A funcdo das células
epitelidides e células gigantes na fisiopatologia do granuloma ainda €& obscura. A
célula epitelidide, secreta fatores bioldgicos ativos sendo a principal fungdo dessa
célula (Papadimitriou & Spector 1971). A ultra-estrutura das células gigantes indica
igualmente que essas células apresentam importantes fung¢des biossintéticas e

secretoras (Williams & Williams 1983)
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Uma importante complicagao, a longo prazo, da inflamagao granulomatosa vem a
ser a injuria tecidual ocasionada pelo recrutamento continuado de leucdcitos. Essa
injuria ndo especifica é dependente de leucdcitos, via liberagdo de proteases, acido
aracdonico e metabdlitos de oxigénio reativos (Chensue et al.1983). A injuria também
pode ser dependente de fibroblasto devido a deposi¢cao de colageno e formagao de

uma estado terminal de fibrose (Kunkel et al. 1993).

No caso de lesdes dérmicas pela L. (V.) braziliensis, a resposta patologica é a
inflamacéo granulomatosa de longa duragéo, geralmente associada com proliferagao
de vasos sanguineos, necrose tecidual e fibrose (Ridley 1987). Na forma persistente
da doenca, ha formacédo de granulomas imunes (forma de resposta DTH crénica
contra alguns microrganismos intracelulares), que consiste de uma agregacédo de
macréfagos diferenciados, com aumento de volume do citoplasma e das organelas
citoplasmaticas, se transformando entdo em células epitelidides, circundados por
linfocitos e plasmécitos. A fusdo de membranas plasmaticas de macréfagos ativados
origina as ceélulas gigantes multinucleadas tipo Langhans, que apresentam com
frequéncia 20 ou mais nucleos arranjados perifericamente (Gutierrez et al. 1991;
Horvath et al. 1993). Os granulomas imunes s&o mediados principalmente pela agao

de IFN-y derivado de macréfagos fortemente ativados (Lammas et al. 2002).

1.4. Leishmaniose experimental em simios

Varios animais de laboratério sdo empregados de rotina em pesquisas
biomédicas. O valor do modelo experimental reflete-se, contudo na maior ou menor
habilidade do sistema animal usado em reproduzir o mais proximo possivel (quando
infectado com o mesmo patdégeno) a doenca pesquisada (Kennedy et al. 1997). Os
modelos experimentais de leishmaniose tém contribuido muito no avango do
conhecimento da doenga, embora os estudos sejam feitos predominantemente em
roedores (camundongos e hamsters), cuja relagdo geneticamente distante com a
espécie humana se reflete em parte na natureza diversa das suas respostas
imunoldgicas (Probst et al. 2001). Os 210 milhées de anos de divergéncia entre
roedores e humanos limita a relevancia dos modelos murinos nos ensaios de vacinas
humanas (Nikolich-Zugich et al. 2007).

Devido a proximidade filogenética entre humanos e simios homindides

(chimpanzés, orangotangos e gorilas), que divergiram entre si apenas ha 5 milhdes
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de anos, estes primatas constituem, em principio, o melhor sistema animal capaz de
reproduzir uma determinada doenca humana. Problema relacionado com custo
operacional e outros fatores (espécies em extingdo) limitam, contudo o emprego
desses primatas em pesquisa biomédica.Na escala de proximidade genética com o
homem, seguem-se outros simios do Velho Mundo (rhesus, babuino, mandril, etc.)
que divergiram 25 milhdes de anos atras (Gibbs et al. 2007). Os simios neotropicais
(aotus, cebus, saguis, etc.) constituem os mais distantes, tendo divergido da linha
humana ha mais de 30 milhdes de anos (Kennedy et al. 1997a, 1997b). Ensaios pré-
clinicos de vacinas candidatas seriam mais adequados em primatas do Velho Mundo
(Watkins et al. 1993), considerando a expressado similar das moléculas MHC de
classe | e de classe Il (no caso, ligantes envolvidos nas interagdes especificas entre
as APCs e os linfécitos T) nesses sistemas animais, quando comparado ao homem.
Em contraste, o sistema MHC apresenta-se mais condensado em simios neotropicais
(Kennedy et al. 1997a). Além disso, os reagentes imunolégicos produzidos contra
antigenos humanos (imunoglobulinas, citocinas ou antigenos CD) apresentam
reatividade cruzada mais frequentemente com os antigenos analogos expressos em
primatas do Velho Mundo (Kennedy et al. 1997b) Considerando a aplicabilidade de
reagentes especificos de humanos como marcadores imunolégicos, macacos Rhesus
e outras espécies de primatas ndo humanos estdo sendo extensivamente usados
como modelo para AIDS, terapia genética, cancer assim como desenvolvimento de
vacinas (Hel et al. 2002; Pahar et al. 2006; Grimaldi 2008). Um conjunto de 57
anticorpos de humanos com reatividade cruzada contra linfécitos, mondcitos e
granulécitos de sangue periférico de macacos Rhesus ja foram descritos (Sestak et
al. 2007). Devido a homologia existente entre Macaca mulatta e o sistema imune
humano (Kennedy et al. 1997b; Pahar et al. 2003; Giavedoni 2005) estes primatas
sao frequentemente utilizado para se determinar qual das vacinas candidatas é a

mais passivel de desenvolvimento (Jonhston 2000; Nikolich-Zugich et al. 2007).

O uso de primatas como modelo para se estudar as doengas humanas (incluindo
estudos imunoldgicos e desenvolvimento de drogas e vacinas contra doengas
infecciosas) tem se tornado cada vez mais importante (Campos-Neto et al. 2001;
Delgado et al. 2005; Giavedoni 2005; Gibbs et al. 2007). Primatas n&o-humanos
parecem ter vantagens significativas (comparados aos modelos convencionais) em
termos de reproduzir a leishmaniose humana. Os simios sido suscetiveis as
leishmanias, inclusive do subgénero Viannia, reproduzindo assim a LTA (Lujan et al.
1990; Cuba Cuba et al. 1990; Garcez et al. 1997; Teva et al. 2003). O modelo Macaca
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mulatta € passivel de infecgdo por diferentes espécies de Leishmania como: L. (L.)
amazonensis (Amaral et al. 1996), L. (L.) major (Amaral et al. 2001), L. (V.)
braziliensis (Teva et al. 2003), ou L. (L.) infantum (Porrozzi et al. 2006). Este sistema
animal reproduz os eventos clinico-patolégicos observados em humanos tanto com
LTA como LVA. Os experimentos revelaram a influéncia de varios fatores na
expressao da doenga, como a natureza do parasita, o tamanho e o local do inéculo
(Amaral et al. 1996, 2001). Os animais infectados com L. (V.) braziliensis reproduzem
0 espectro clinico da LTA humana, inclusive a forma mucosa e disseminada da
doencga (Teva et al. 2003). Os re-isolados de rhesus infectados com este agente
etiolégico representam genotipos diferenciados dos clones parentais (Teva et al.
2003). Macacos apresentam varios niveis de susceptibilidade a Leishmania e o curso
especifico da doenga depende do parasita utilizado no desafio (Amaral et al. 1996,
2001; Teva et al. 2003), da espécie hospedeira ou da dose (Porrozzi et al. 2006). Ha
variagdo mais marcada no curso clinico da infecgdo quando grupos de macacos sao

inoculados com diferentes cepas de Leishmania brazilienses (Teva et al. 2003).

Os rhesus infectados com leishmanias produzem anticorpos (IgG e 1gG1)
especificos, adquirindo imunidade (no caso, associada com a resposta Th1
especifica) no decurso da infecgao, inclusive sendo igualmente protegidos com
vacinas candidatas contra a doenca (Porrozzi et al. 2004; Kenney et al. 1999;
Campos-Neto et al. 2001). A resposta terapéutica de macacos infectados por L.
braziliensis a droga de referéncia (Glucantime®) foi consistente com a verificada nos
humanos (Teva et al. 2005). Os primatas foram curados das lesbes cutaneas apds o
tratamento, porém evoluindo com infeccdo latente e/ou recidiva. Os animais
convalescentes da infecgdo primaria resistem aos re-desafios homologos (Amaral et
al. 1996, 2001; Porrozzi et al. 2004), inclusive podendo adquirir imunidade cruzada
contra algumas leishméanias heterdlogas (Porrozzi et al. 2004). No seu conjunto,
esses dados mostram o paralelo nas respostas a Leishmania entre humanos e
macacos rhesus, refletindo assim a proximidade filogenética de seus sistemas
imunoldgicos (Makitalo et al. 2002; Giavedoni 2005).
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2. OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

Empregando-se um modelo primata (Macaca mulatta) reprodutivo da leishmaniose
tegumentar humana causada pela Leishmania braziliensis, a meta principal do
projeto foi tentar esclarecer mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
regulacdo da imunidade localizada em lesbes cutaneas resolutivas e persistentes.
Foi admitido como hipétese de trabalho, que a expressao clinica diferenciada da
doenga (humana/macacos rhesus) reflete, em ultima analise, o balango entre
funcdes de linfocitos T efetores e reguladores do processo inflamatério reacional a

infeccao.
Objetivos especificos:

2.1. Caracterizar, comparativamente, as diferentes fases da resposta inflamatoria
granulomatosa a L. braziliensis em macacos com lesdes dérmicas cronicas. Para
isto, foram indetificados os leucécitos e mediadores inflamatdrios (quimiocinas/
receptores especificos e citocinas) componentes dos granulomas imunes no

decurso da infecgao de carater auto-resolutivo ou persistente.

2.2. Investigar os mecanismos de regulagdo da imunidade localizada em lesdes
dérmicas auto-resolutivas e persistentes no modelo Leishmania braziliensis-
macaco rhesus Para isto, determinamos a contribuicdo relativa das diferentes
populacdes (CD4'Foxp3® e CD4'Foxp3) de células T reguladoras (Tregs)
produtoras de IL-10 no local da infecgao, controlando entdo a inflamacéo crénica
mediada por células T efetoras (CD4"Ty1 e CD8") produtoras de IFN-y e TNF-a.

2.3. Analisar a resposta imune em diferentes compartimentos (no caso,
caracterizando por citometria de fluxo os fendtipos e atividade funcional de
linfocitos T efetores e reguladores) associada com a cura de lesbes dérmicas pela
L. braziliensis em macacos, tentando assim determinar correlatos de imunidade

protetora contra Leishmania.
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3. Artigos
3.1 Dynamics of immune granuloma formation in Leishmania (Viannia)
braziliensis-induced self-limiting cutaneous infection in the primate Macaca

mulatta

C Souza-Lemos, SN de-Campos, A Teva, S Corte-Leal, EC Fonseca, R Porrozzi,

and G Grimaldi Jr

Neste trabalho tivemos como objetivo avaliar a dinamica de formagao do
granuloma imune em uma infeccdo cutdnea auto-resolutiva induzida por
Leishmania braziliensis no primata Macaca mulatta. Foi verificada a formacgao de
granulomas bem organizados, consistindo de todos os tipos celulares especificos
encontrados nos granulomas humanos. NOs mostramos também que os
leucdcitos polimorfonucleares s&o decisivos para controle do parasita nos
eventos iniciais da inflamagéao in vivo. Fagécitos mononucleares que fagocitam a
maioria dos granuldcitos apoptéticos parasitados parecem ser a chave principal
no estabelecimento da infeccdo nos macacos. Este modelo também indica que
células CD4" e CD8" produtoras de IFN-y e/ou TNF-a presentes nas lesbes
parecem ser importantes na cura de leishmaniose cutanea por L. braziliensis.
Ainda, o acumulo de CD4'CD25" produtoras de IL-10 nas lesdes dérmicas
sugerem que estas células devem desativar os sinais que levariam a involugao

do granuloma.
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Dynamics of immune granuloma formation
in a Leishmania braziliensis-induced self-limiting cutaneous
infection in the primate Macaca mulatta
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Abstract

In order to unravel the physiopathelogy of leishmaniasis in humans, it is necessary to
better understand how Leismania are able to survive for years within immunologically
active g 1 In the P study, we used a macaque (Macaca mulatta) model of
infection with Leishmania braziliensis as a means of assessing the usefulness of this primate
system. This model more closely mirrors human protective immunity to Leishmania than the
murine model; therefore, we used it to study the host infl; v granul r

E-mail gnmaldi@ioc fiocruzbr
ot involved in the control of cutancous leishmaniasis. Infected primates developed Iocali'ud

Tr authors have no conflicts of

long-term skin ulcerations, but ¢ P clinical healing occurred in all infected
animals. The infection induced the recruitment and activation of inflammatory mast cells,
granulocytes, mononuclear phagocytes, and lymphocytes at the site of infection. During
the acute reaction, polymorphonudear leukocytes were more prominent than other cell
types and apparenilly destroyed many parasites; macrophages then rapidly engulfed dying
neutrophils together with their parasitic cargo. In the (:\Ilmmc phnse. persbting purasﬂw
induced a typical T helper (Th) cytokine, type 1 i d gr

reaction. By this time, more or less differentiated macrophage accumulations were found,
and these evolved to become ture tissue granul consisting of all the specific cell
types found within h granul In the healing stage, fibrobl proliferated at
the periphery and finally invaded the granulomas with fibrotic substitution. These findings
peint to the feasibility of using this moedel to clucidate the potenlla!ly dbahling Thl-cell
mechanisms that may eventually render the host granul P dequate for
fighting L. bragiliensis infections.

Copyright @ 2008 Pathological Society of Great Britain and Ireland. Published by John
Wiley & Sons, Ltd.
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ulomatous response
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inflammatory reactions, and in this manner, it gives
rise to the various clinical and pathological patterns of
the disease. Ultimately, a fine immunological balance
determines the type of response in subjects infected
with L. braziliensis. The response can either effec-
tively promote parasite clearance with little pathology
or induce immunopathological changes [7,8]. Non-
healing forms of the disease in humans are commonly
associated with elevated levels of the deactivating
interleukin (IL)-10 [9,10], and CD47CD25 Foxp3

Thl cells are likely to be the main source of IL-10-

Introduction

Infections with the parasitic prolozoa Leishmania
braziliensis cause severely debilitating human ill-
nesses in many areas of tropical and subtropical Amer-
ica, representing an important public health problem
[1]. This pathogen can cause a spectrum of clinical
diseases, ranging from a self-healing cutaneous ulcer
to non-healing cutaneous or mucocutaneous lesions
[1,2]. Even though the molecular basis of Leishma-
nig pathogenesis remains uncharacterized [3], it has
been suggested that the disease phenotype may be

related to parasite gene expression [4]. Nevertheless,
host genetic variability and specific immune responses
also influence the outcome of the infection [5,6].

The intracellular parasitism of macrophages by
Leishmania spp. can stimulate different types of

mediated immune suppression [11].

Leishmania braziliensis-induced granuloma forma-
tion at infection sites is a major histopathological fea-
ture of the human disease [12]. The immunologically
active granulomas are thought to restrain the infection,

Copyright © 2008 Pathological Society of Great Britain and Ireland. Published by John Wiley & Sons, Ltd.
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kill and remove the microbial target, and repair any
accompanying tissue injuries. However, the overall
antimicrobial efficacy of the granulomatous response
appears to be variable, and it depends on host deter-
minants and pathogen virulence. Even with an intense
granulomatous response, leishmanial parasites are able
to survive at low levels throughout the host’s lifetime
[13]. A more detailed investigation of the interaction
between Leishmania and granuloma cells is needed
to improve our understanding of this persistence and
explain the pathogenesis of the disease.

Much of the information on the structure and
function of tissue granuloma is derived from studies
in the murine model of L donovani infection [14];
however, the important challenge of relating these
findings to the situation in humans remains. Because of
their genetic, physiological, and metabolic similarities
with humans, non-human primates appear to have
significant advantages over conventional laboratory
animals in terms of modelling human disease [15].
We have previously shown that leishmanial infections
in out-bred rhesus macaques produced a human-like
disease [16-19]. The homology between the immune
system in M. mulatta and that in humans [20,21]
has prompted us to evaluate the sequential events
in the L. braziliensis-induced macaque granulomatous
inflammatory response at the subcutaneous inoculation
site. The rhesus monkey model proved to be a very
useful tool for further characterizing the modulation
of granuloma formation by this important human
pathogen.

Materials and methods

Infection of macaques

Colony out-bred [22] young adult male rhesus
macaques from the Fiocruz Primate Research Centre
(Brazil) were used in this study. Their care and main-
tenance have been described previously [16]. Animal
experimentation was approved by the Institutional Eth-
ical Review Board. Figure 1 gives details of macaque
infection with L. bragiliensis.

Pathological analyses

Table 1 gives details of all time points and modes of
analysis of the histology of L. braziliensis-induced skin
lesions in macaques. Paraffin- and Epon-embedded
tissue samples were sectioned and stained according
to standard protocols [23]. Paraffin and semi-thin
sections of each lesion were examined and electron
microscopy examinations were performed to confirm
the identification of the different cell populations of
the skin infiltrates. For a semi-quantitative evaluation
of the inflammatory cell types in ultra-thin sections of
lesions, 20 electron micrograph fields were evaluated
for each case (<4000).

| Pathot 2008; 216: 375386 DOl 10,1002 path
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Immunohistochemistry

Representative tissue sections were tested for the
immunodetection of diverse cell markers (Table 2)
using a horseradish peroxidase (HRP)-labelled dex-
tran polymer and heat-induced antigen retrieval. The
DAKO LSAB system (DAKO Corp, Carpintera, CA,
USA) was used according to the manufacturer's
instructions. Briefly, after being mounted on silane-
coated slides, tissue sections were deparaflinized,
rehydrated, and submitted to heat-induced antigen
retrieval in citrate buffer (pH 6) for 30 min at 96°C,
with cooling for 10 min before immunostaining. All
tissues were then exposed to 3% hydrogen perox-
ide for 5 min, primary antibody for 30 min, labelled
polymer HRP for 30 min, and diaminobenzidine, the
chromogen, for 5 min. All incubation steps were per-
formed at room temperature and sections were washed
between incubations with Tris-buffered saline (TBS)
solution. After counterstaining with alcoholic haema-
toxylin for 1 min, the slides were dehydrated and
mounted for examination, Table 2 summarizes the
technical specifications of the antibodies used in the
immunohistochemical reactions.

Quantitative analysis of cell populations

Automatic counting of immunostained cells was per-
formed using Image-Pro Plus 4.5 software (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) [24]. Briefly,
the sections were examined under a Nikon E400
light microscope and digital images were captured
by an attached colour video camera (Sony DXC-
151A CCD, Tokyo, Japan) connected to a 500 MHz
Pentium-III (Intel Corp, Austin, TX, USA) personal
computer by a 4 MB PCI All-in-Wonder Pro Image
card (AT Technologies, Santa Clara, CA, USA). Spa-
tial and light intensity calibrations of the images were
obtained by the method of Wells ef al [25]. The dif-
ferent positive cells within the infiltrate were scored
from three chosen microscopic fields at a magnifi-
cation of 600>. In order to obtain a representative
counting value for each cell marker, three macaque
lesions were tested at each time point during the exper-
iment.

Cytometry analysis of ex vivo granuloma-derived
leukocytes

Recovery of inflammatory leukocytes from macaque
skin lesions present for 8 weeks was performed
according to a published protocol [9]. Cell via-
bility was assessed by trypan blue exclusion. Cell
surface and intracellular staining were performed
as described by Bottrel eral [26]. Briefly, cells
were washed and stained for 30 min at 4°C with
the optimal dilution of each antibody, followed by
washes and fixation using 2% formaldehyde solu-
tion. Monoclonal antibodies (MAbs) to human CD3
{clone SP34), CD4 (clone L200), CD8 (clone SK1),
CD25 (clone 2A3), and appropriate 1gGl and IgG2

Copyright © 2008 Pathological Society of Great Britain and Ireland. Published by John Wiley & Sons, Ltd.
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Table I. Evolution of the histopathological events acting in self-healing skin lesions of Leishmania (Viannia) braziliensis-infected

macaques

Cellular components of the dermal inflammatory infiltrate?

Group (time P1) Lesion stage  Extentof

and monkey code  (size, mm?)* infiltrate’ Mas Eos Neu p.Neu pM, mM; Epc Lgc Lym Plc Fib Col
1(90 rmin)

U3z Aate I+ 24+ 4 3+ I+ I+ 1+ - — —- - = =
N22 Anoute 3 I+ 1+ 34 24 2+ 2+ - - -

BI2 Acute + 4+ I+ 3+ 24 24 |4 - -

1 (20 h)

u43 Acute 3+ 24+ 1+ 34+ 24 I+ 3+ I+l - -

F18 Agute 2+ I+ I+ 3+ 2+ I+ 2 e T
D¢ Acute 24 I+ 1+ 34+ I+ |4 24 - - I+ —_- -

Wl {72 k)

0ol5 Acite 2+ I+ I+ 2+ I+ |+ i+ bk = B [ e =
D14 Aate 2+ I+ — 2+ I I+ 3+ I+ = + I+ —

122 Acute 4 — = I+ I+ H O+ - T+ = —
W (2 weaks)

Uz Active CL (20) 2+ - 14 I+ L T iEe R B = =

N22 Active CL (13) H — — I+ — I+ 4 2+ — H+ I+ 4+ 4
BI2 Active CL (29) I+ — — I+ — I+ i+ 4+ I+ I+ I+ = —
V(3 wesks)

U43 Active (612) I+ - I+ 14 24 34+ 24 34 I+ 14+ 14
F18 Active (377) H - — I+ — I+ 24 4O O+ 4+ I+
D& Active (706) I+ I |4 24 I+ 24 I+ I+ 1+ I+
VI (8 weeks)

Ql5 Resolving (8€) H+ - — I+ — — — I+ — 2 — 4+ 4
Di4 Active (301) 3+ I+ | 4 I+ 2+ g 14+ 14+ 14

122 Active (242) I+ I+ —_ 14 I+ 14+ 2+ I+ I+ 1+
VI {16 weeks)

122 Resolving (126) I+ ~ I+ - I+ M4
F28 Resolving (260) 2+ - = - 1+ - 34+ 24
W22 Resolving {157) I+ - - = — - = — -+ = 3+ 2+
WVl (24 wasks)

Ql5 Healed — 3+
U3z Healed — S S — — — s —s e e == B 2
D& Healed 2+ =. =2 .= s 4 s 4 P — P SR, i

* Skin lesion size was esumated using the formula area = Pi » greatest radius « |east radius.
1 The dermal inflammatory pattern was graded as follows: — = absent; |+ = fsolated foci of inflammatory cells; 24+ = isolated to coalescing areas

of inflammatory infiltrate; 3+ = diffuse areas of inflammatory infiltrate.
fEach cell population in the infiltrate was scored as follows: —
morphological assessment, see the Materials and methods section. Mas

= absent; |+
= mast cell; Eos = eosinophil; Neu = neutrophil; p_Neu = parasitized

slight; 2+ = moderate; 34 = intense. For details of

neutrophil; p-M< = parasitedaden vacuolated macrophage: m M= = mature macrophage; Epc = epithelioid cell; Lge = Langhans-type giant cell;

Lym = lymphocyte; Plc = plasma cell; Fib = fibroblast; Col = collagen.

Table 2. Antibodies used for i hi

hemistry on macaque skin lesions

Primary antibedy (clone)

Specificity

Rabbit-derived art-human CD3 polydonal
Murine-derivad anti-human C04 monodonal (1F&)
Murine-derived anti-rurnan CD8 monoconal (1 AS)
Murine-derived anti-human CO20 monacional (L26)
Murine-derived anti-human CDe8 monockona (KP1)
Murine-derived anti-human HLA-DR monodonal (LN-3)

T-cell receptor

B cells
Marophages

Helperfinducer T calls
Suppressorfaytotoic T cells

APCsfactivated T cells

Supplier Dilution used
DakoCytomation, Glostrup, Denmark 11600
MovoCastra, Newcastle upon Tyne, UK. 1/40
MevoCastra, Neweastle upon Tyme, UK 1120
DiakoCytomation, Glostrup, Denmark 11300
DakoCytomation, Glostrup, Denmark, 14500
Zymed Laboratory Inc, CA, USA 17200

isotype controls were from BD Pharmingen (San
Diego, CA, USA). All antibodies were fluorescein
isothiocynate (FITC)- or peridinin chlorophyll pro-
tein (PERCP)-conjugated. The cells were permeabi-
lized with a 0.5% saponin solution (BD Pharmingen)
and further stained with phycoerythrin (PE)-labelled
anti-interferon-gamma (IFN-y) (clone 25723.11; BD

Pharmingen), anti-tumour necrosis factor (TNF)-a
(clone 6401.1111; BD Pharmingen), or anti-IL-10
(clone JES3-9D7: Caltag Laboratories, San Fran-
cisco, CA, USA) MAbs. Data were acquired on
a FACSCalibur™ flow cytometer and analysed with
CellQuest Pro™ software (both Becton Dickinson, San
José, CA, USA).

| Pathol 2008; 216: 375-386 DOI: 10.1002/path
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Statistical analysis

Quantifiable data wers analyzed using Student’s f-test,
Significance of the difference at a given time point wag
analysed using a one-way ANDOVA (confidence level
of 99%) with the Tukey—Kramer post-test using the
GraphPad Prism version 3.00 for Windows (Graph-
Pad Software, San Diego, CA, USA). The level of
significance was set at a p value of less than 0.05,

Results

Lesion development

All of the L brasilienme-infected monkeys devel-
oped self-limiting cutaneous leishmaniasis (CL) that
became prominent several weekes post-infection (PI)
and resolved within & months PI (Figure 1), As shown
in Figure 2, over a period of time after infection
with this pathogen, macaques develop a condition
sirnilar to that in hurnans, which is characterized by
chronic ulcerative skin lesions of varying severity. An
erythematong papule wae first visible at week 2 PI
(Figure 2A), The initial growth of the nodular lesion
progressed rapidly (nodules varied betwesn approxi-
mmately 10 and 200 mm?® in area) and peaked at week 5
FI (Figurs 1), All lesions were ulcerated after 3 wecks
FI (Figure 2E) and subgequently regressed, and this
wag followed by spontansous healing (Figurs 2C) and
searring (Figure 2D,

The evolution of the inflammatory respense to L
braziliensis

The sequential morphological findings in the der
mig of infected macaques are surnmarized in Table 1,
Ag shown in Figures 3 and 4, the anti-L. braziliensis
inflammatory response at the infection site could be
geparated into distinct phases with regard to the cell
types activated in each respective phase. In the acute

250 Monkey code

—— U37
—0— N22
—+— B12
—o— D4
—&— U43
—0— D6

200

150

100

—— |22

TOTAL LESION AREA (mm?)

—— 015
—H— F28

2 3 5 7 & 16 24
WEEKS POST-INFECTION

Figure |. The course of skin lesion development in
rhesus macaques following infection with Leishmania braziliensis
{strain MHOMBROTSIS). A standardized inoculum of |07
promastigotes [16] was injected intradermally inte the left
forearm of each monkey. All of the challenge-infected monlcays
developeda typical uleeratedslinlesionat the site of inoculation
(Figure 2). Skin lesions were measured as previcusly deseribed

(e
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inflammatory reaction, up to 72 h after parasite injec-
tion, there was a progressive accumulation and acti-
vation of cells of the innate immune system (such
ag resident mmast cells, granulocytes, and mononu-
clear phagocytes) with a predominance of neutrophils
(Figures 3A—3C). In this carly phasze, neutrophils were
found in the intervascular connective tissue of the der-
mig (Figures 4A and 4B), together with normal and
cccagionally degranulating rast cells, Bvidence of
extrugion of intact mast cell granules was observed
in gemi-thin sections (Figure 3B), as well as electron
micrographs, Mast cell granule alterations included the
logz of electron-dense particle content and fusion of
granule membranes with the formation of intercon-
nected and enlarged granules (data not shown), By this
time, concurrent with the degeneration of most granu-
locytes, intracellular destruction of the majority of the
inoculated parasite had cccurred (Figures 4C and 4D).
Moreover, infected neutrophils underwent apoptosis
and were then engulfed together with their parasitic
cargo by inflarmatory macrophages (Figurs 4D,

In the early phases (2-3 wesks FI) of the devel-
oping primary ulcerated skin lesions, the histopatho-
logical findings in the dermis showed a non-specific
chronic meononuclear infiltrate containing indistinctly
delimited differentiated macrophage accumulations,
Sorne of these accumulations contained arnastigotes
and they gave rige to poorly organized granulomas that
wers interspersed with lymphocytss and plasma cells
(Figures 30 and 3E). In the late stages (3-16 weeks
PT), more differentiated macrophages represented the
principal feature of this inflammatory process, Thess
macrophages evolved to form tuberculoid-type gran-
ulomatous nodules consisting of epithelioid cells
(Figures 3E and 4F) that fused to form Langhans-type
multinucleated giant cells (Figurs 3F). A rim of lym-
phocytes and plagsma cells surrounded the macrophage
aggregate and a tight coat of fibreblasts closed the
structure in later stages (Figure 3G). In the cutaneous
scars, fibroblasts proliferated and finally invaded the
granulomas with fibrotic substitution (Figure 3H).

Kinetics of mononudear cell influx inte skin
lesions

The cellular nature of the infiltrate in the dermis of
macaques with L bragiliensis CL was characterized
by immunoperoridase staining. Biopsiss were taken
frorm lesions ever tirme after parasite challenge and sec-
tions were immunostained to quantitate inflammatory
cell types. Figure 5 shows the profile and percentage
of positive cells in the cellular infiltrate; alzo illus-
trated (Figure 6) are some of the results describing
the characterization of cells from an S-weck lesion
obtained using antibodies dirscted against CD3 (A),
CD20 (B), CD68 (C), HLA-DR (D), CD4 (E), and
CD& (F) markers. The macaques showed marked vari-
ation in the number of positive cells for all pheno-
types. Except for the CD20 phenotype, these mark-
ers tended to decrease with time, OFf note, CD6ET

Copyright @ 2008 Pathological Seciety of Great Britainand Ireland. Published by John ¥Wiley & Sons, Ltd.
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16 wks Pl

379

124 whs PI

Figure 2. The pictures show the characteristic dinical features of the self-healing L, brazliensis cutaneous infection observed in
a macaque (Rh U43) over time Pl [A) the initial lesion (an erythematous papule) (B) the ulcerated skin lesion; (C) the healing

[fibroblastic substitution) lesion; and (D) the scar

macrophages were not consistently more numerous
in active lesions than in healing ones, and activated
cells expressing class IT antigen (HLA-DRT) weere
pregsent in approximately equal numbers in lesions
present for various lengths of time (Figure 5A) The
nurnber of CD3T T cells was higher (p < 0.01) in
biopsiss collscted at 72 h PI (11.7 + 1.6%) than in
lesions present for 3 (5.4 £ 1.8%) and 16 (3.1 £ 2.2%)
weeks PI. Except for an increage at week 8, however,
the number of CD4 " cells remained fized during the
time period under study (Figure 3B) Morsover, T-cell
ratios favoured CD41 cells only at week 3 FI, with a
D4 CD8 ratio of 2.07. In contrast, the percentage of
CDB™ T cells was higher (p = 0.01) in healing lesions
than in active ones (Figure 5B).

Identification of cytokine-expressing T cells in the
skin lesions

Next, we uzed flow cytometry to characterize leuko-
cytes derived from skin lesiong of macaques at week
& PI (Pigures 7A and 7B). CD3T T cells (ranging
from 2.5 % 10° to 5 3¢ 10° cells per biopsy) accounted
for 4286+ 21.64% (range 21.27-064355%) of the
stained cells, with a predominance of CD3TCIM™

(16.02 4+ 5.99%) and CD3TCD8T (29.72 + 19.29%)
over CTM+CD2St (4.67 £ 070%) T cells in these
lezions. Conversely, the percentage of IL-10-producing
CD4+CD25T T cells (95.98 + 0.70%) was signif-
icantly higher (p < 0.01) than the percentages of
CDATCD4t and CDA1CDET T cells expressing either
IEN-y (73.28 + 6.80% and 71.93 &+ 10.31%, respec-
tively) or TNF-¢; (73,85 £ 2.43% and 63.92 £ 6.30%,
reapectively); these cells accurnulated in approxi-
mately equal numbers at the infection sites (Figurs 7A).

Discussich

A variety of New World monkeys, including Saimiri
setwrens, Cebur apella [27], and Callithrnx pemicillata
[28], are susceptible to infection with L &ragiliensis,
The issues of pathological consequence and mimicry
of the hurnan discase state, however, are not as clear
cut in these animals ag they are in Old World rhe-
sus monkeys. In an original report [18] on infections
with L. braziltemsis in macaques, we characterized the
evolution of different parasite strains in this experi-
mental host. Inoculation produced lesions of variable

S Patho! 2008; 2 16: 375284 DOL: 0.1 00X path
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Figure 3. Sequential histopathological changes in the self-healing skin lesions of L, braziliensis-infected macaques. In the acute
phase, inflammatory neutrophils and menoeytes are recruited to the skin [(A—C). In the chronic phase, persisting parasites may
aceount for the developmernt of immune granulomas composed of an agaregation of parasite-containing macrophages, epithelicid
cells {activated macrophages), and multiple Langhanstype giant cells surrounded by lymphooytes and plasma cells (O—F) In the
healing phase, flbroblasts proliferated at the periphery of the granulomas (G) and finally invaded them with fibrotic substitution
[H). Faraffin-embedded sections stained with haematciylin and eosin; bar = [0 pm. Insets: Eporrembedded sections stained with
toluidine blue stain; original magnification 100 Derails of inflammatory cells Mas = mast cell; Neu = newtrophil, i Ma =
immature macrophage; m-Ma = mature macrophage; Epe = epithelioid cell, Lge = Langhans-type giart cell; Lym = lymphocyre;
Fib = fibroblast: Col = collagen
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Figure 4. Electron micrographs illustrating the initial control of the protozoan L braziliensis by macaque polymorphonuclear and
menenuclear phagoeytes 24 h Pl (A-E) and the ultrastructural morphology of the granuloma generated at weslc 3 PI (F). Neu =
neutrophil; Mz = macrophage, p_Ma = scavengar macrophage engulfing apoptotic neutrophil together with its parasitic cargo;
Epe = epithelicid cell; N = nueleus; pv = parasitophorous vacuole

severity, ranging from self-healing to non-healing dis-
cage (Including persistent metastatic skin and mucesal
lesiong), which lasted until the end of the observa-
tion period (33 months). It iz likely that the macaques
in thiz study had a sustained course of L bragifien-
sir cutaneous infection, but complete clinical healing
was achisved in all animals 6 months after infection,
We have previously shown that an antigen-specific

Thl-like response controls clinical resistance in L
Braziliensis-infected macaques [18] It is by now well
sstablished that healing in lelshmaniasis iz dependent
on the ability to mount an IL-12-driven Thl response,
which activates infected racrophages by the produec-
tion of IFN-y to kill intracellular parasites [5,14].
Through the use of the L &raziliensis-macaque
model, we have ezamined here the evolution of the

S Patho! 2008; 2 16: 375284 DOL: 0.1 00X path
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Figure 5. Kinetics of mononudear cell influx into skin
lesions in L. brazifiensis-infected rhesus macaques. Cryostat
(&) and paraffin-embedded (B) sections obtained from biopsies
of lesiens were stained with monodonal antibodiss and the
cells in the inflammatery infiltrate were courted as desaribed
in the Materials and methods section. Bars show the mean +
S0 results for three experimental monleeys, with CL tested
individually by immunchistochemistry. *Significant differences
(p = 0.01-0.05) between mean values of positive cells with
time

host inflarnmatory response acting in self-resolving
CL. We provide evidence that polymorphonuclear neu-
trophil lenkocytes are decisive for parasite contain-
ment by sarly inflarnmatory events ix vive, In addition,
scavenger mononuclear phagocytes engulfing most of
the parasite-laden apoptotic granulocytes are likely
to be key players in establishing the infection in
racaques. Results similar to ours have been previ-
ously reported after a study of skin infiltrates from
L major-infected mice [29]. In hurmans, parasitized
neutrophils infiltrating the infection site begin to
secrete chemokines such as IL-8 (also known as
CHCLE), which acts sarly to recruit lenkocytes [30].
The parasite appears to rmodulate this process by
releasing a granulocyte chemnotactic factor that induces
IL-& production by neutrophils [31]. However, Leish-
manig can survive within these phagocytes for hours
or even days following infection, and the clearance of
dying paragitized neutrophils by macrophages doss not
activate their microbicidal function [32,33],

The development of clinically evident skin lesions
in roacaques coincides with the recruitment and activa-
tion of moneonuclear cells into the dermis, By this time,
blood monocytes provide a second wave of inflamma-
tory cells entering the infection site. A description of
sirnilar events taking place in L major-infected rmice
revealed that monocytes are recruited by tissue MIP-
lafg-producing neutrophils [32]. Letshmaria can also

[ Pathol 2008; 2 14:375-386 DO 10,100 path
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induce high CCL2 expression in human macrophages;
CCLZ i a chemokine capable of attracting not only
monocytes, but also other CCR2Y cells of the innate
irarmne system such as dendritic cells (DCs) and
natural killer (NK) cells. These cells are important
in the early stages of granuloma formation because
of their ability to rapidly produce largs quantitics of
inflammatory cytokines (is IL-12, IFN-y, and TNF-o)
and granulocyte/macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF) [9,34]. In patients with localized CL, acti-
vated Thl lymphocytes migrate back from the draining
lymph nodes to the infection site because they are
attracted by CXCL10 and CXCLY, and likely by CCL2
[35]. While mice undergo a rapid hepatic accurmulation
of MIP-1ee, CCLZ, and CXCL10 following infection
with L. domovani, it is clear that only CXCL10 expres-
slon amplified by antigen-specific Thl cellz iz szzential
for liver granuloma formation [&].

At later stages of granuloma development in infected
macagques, activated tizssue macrophages svolved to
histologically well-formed granulomas containing a
variable number of cytokine-secreting T-cell popu-
lations, and thus they effectively promote parasite
clearance and clinical healing of the skin lesions, In
L. donovani-infected mice, the development of effec-
tive hepatic granulomas requires carly IL-12-dependent
IFN-p production by T cells for the activation of
monocytes/macrophages [13]. Indeed, the number of
tissue CD4T and CDA% cells increases by the first
weel FI and this increase likely reflects both local
expansion and recrultment from the spleen [14], The
pattern noted abowve is consistent with that reported
here (Figure 5), suggesting that T-cell responses are
continually generated during leishrnanial infection,

In L Bragiliensiz-infected subjects, the immunolog-
ical effectiveness of intralesional granulomas appears
to be related lesz to the number of T-cell phenotypes
[12.36,37] than it is to their ability to generate differen-
tial expression of cytokines [38—40]. Our results also
indicated that distinet cell populations {such as CD3,
CDi4, CD8, CD20, CD68, and HLA-DR) change uni-
formly during the infection, suggesting that the same
corponsnts of the local irmrmuns response are work-
ing in unizon at least at the level of the listed cell
markers. Breoept for that of the CD20, the number
of mononuclear cells trafficking into the skin lesions
tends to decrease with time. Accordingly, B (CD207)
cells were more numesrous in patients with CL that
ray heal spontanscusly than they were in patients with
dizserninated CL [40]. It seems that antigen-specific B-
cell-derived IgG antibodies are required for the prim-
ing of T-cell immunity by DCs [34], This model also
indicates that IFN-p - andfor TNF-a-producing CD4+
and CDBT T cells pressnt in the lesions (Figure 7)
are likely to be important in prometing healing in
L. Braziltensiy CL. It is interesting to note that the
frequency of CD8% T cells was higher (p = 0.01)
in healing lesions in macaques than it was in active
ones. This feature is consistent with the hypothesis
that specific CD&" T cells capable of relsasing IFN-
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Figure & Cell populations in self-healing cutanscus leishmaniasis of L brazliensi-infected macaques. Immunoperoxidase staining
of an Bowesle lesion using human anti-CO3 (A), anti-CD20 (B), arei-CD&8 [C), ant-HLA-DR (DY, ant-CD4 (E), and ami-CD8
[F] antibodies. DAB with haematoxylin counterstain; original magnification 40

contributs to protective imrmunity in huran [41] and
rourine CL [3,34]. Finally, the aceurnulation of IL-10-
producing CD4TCD2ST T cells in self-healing skin
legions, like those described here, suggests that these
cells may deactivate signals that lead to granuloma
involution in the infected host.

Collectively, these findings lead us to propose the
L. braziliensis macaque model for further investigation
under more controlled conditions than are possible in
clinical studies of the cellular imrmune host responses
that act 12 vivo during the course of regolving versus
persistent CL. By increasing our understanding of the
fine immune mechanisms controlling tissue granuloma

structure and function in experimental lelshmaniasis,
it may prove possible to devize and develop clinical
strategies to improve the treatment of this infection.
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Figure 7. Phenctypic and functional characterization of ex vivo skin lesion-derived leulcocytes from macaques with L. braziiensis
CL. Biopsy samples of skin lesions were digested with liberase, disrupted, filtered, and washed, and <l concentration and viability
were determined. Panel A shows the proportion of skin lesion-derived eytold ne-expressing T-cell subpopulations. Yalues reprasent
the mean & 5D of three macaque lesions collected 8 weels after infection. The histograms in panel B show the percertages of
gated lymphogytes and the intracellular cytokine staining of these leulkocytes from one macaque with active disease
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3.2 Systemic and compartmentalised immune responses in a Leishmania

braziliensis-macaque model of self-healing cutaneous leishmaniasis

SN de-Campos, C Souza-Lemos, A Teva, R Porrozzi and G Grimaldi Jr

Neste estudo tivemos como objetivo avaliar a resposta imunologica
localizada e sistémica de macacos rhesus (Macaca mulatta) experimentalmente
infectados com Leishmania braziliensis. A analise da resposta imune nos
diferentes compartimentos durante a infecgdo cronica pode ser importante na
correlagdo com a protecdo imune a Leishmania. Evidenciamos que IFN-y e TNF-
o, expressos por células CD4" e CD8" sdo provavelmente decisivos para a
eficacia imunoldgica dos granulomas, sendo que sua resolugdo pode ser
atribuida ao recrutamento concomitante de células T regulatérias CD4*CD25"
produtoras de IL-10 que suprimem a resposta inflamatéria mediada por células
T. Comprovamos que a analise ex vivo de células derivadas das lesdes,
corresponde ao método mais eficaz (quando comparado com a analise de
células estimuladas in vitro), para avaliar a resposta funcional de linfocitos T
efetores e linfocitos T reguladores na resposta imune durante a leishmaniose

experimental.
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Abstract

This study characterizes the systemic and local immune responses in the
course of Leishmania braziliensis-induced cutaneous infection in a primate
(Macaca mulatta) model. Cytometry analysis showed more numerous key-
cytokine-producing T cell subsets in ex vivo granuloma-derived leukocytes as
compared to those obtained following antigen-specific restimulation in vitro of
freshly isolated cells from the skin-dLNs. We provide evidence that antigen-
specific interferon-gamma (IFN-y)- or tumour necrosis factor alpha (TNF-a)-
expressing CD4" and CD8" cells are likely decisive for the immunological
effectiveness of granulomas, but their resolution could be ascribed to a
concomitant recruitment of interleukin (IL)-10-producing CD4°CD25" regulatory T
cells for the suppression of effector T cell-mediated inflammatory response. The
findings confirm the feasibility of using this model to fully elucidate regulatory
mechanisms that may render granulomas inadequate for fighting intracellular
pathogens, which will need to be considered in any therapeutic strategy designed

to prevent immune pathology.

Key Words: Leishmania braziliensis cutaneous infection; primate model; human-

like granulomatous response

1. Introduction

Leishmania braziliensis cutaneous leishmaniasis (CL) is characterized by
its chronicity, latency, and tendency to metastasize, resulting in recurrent lesions

with the potential for mucosal involvement (Grimaldi and Tesh, 1993). At the tissue
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level, L. braziliensis induces a T-helper cytokine type 1 (Th1)-mediated
granulomatous inflammation that contain infection (Pirmez et al., 1993), but local
IL-10-mediated immune suppression may promote persistent infection, resulting in
non-healing disease (Campanelli et al., 2006; Nylen and Sacks 2007). Although
the outcome of the infection largely depends on both the host genetic variability
and the virulence of the infecting parasite strain, the cellular and molecular
mechanisms underlying the establishment, maintenance, and disruption of the
homeostatic balance between host and pathogen remain unclear (Sojka et al.,

2009).

Infections of mice with L. major parasites have proved to be very useful
models to characterize the development and regulation of immune responses
during leishmaniasis (Sacks and Noben-Trauth, 2002). The progressive disease
in susceptible BALB/c mice have been correlated with a Th2-type immune
response (characterized by production of IL-4, IL-5, and IL-6) that is unable to
mediate pathogen clearance. In contrast, resistant mouse strains rapidly control
infection due to their ability to mount an IL-12-driven Th1 response that provide
IFN-y for the activation of the infected macrophage to kill intracellular parasites.
Contributions by central memory CD4" T-cells as well as CD8" cells to the
mediation of resistance have also been shown in mice (Vanloubbeeck and Jones,
2004). However, naturally occurring CD4+CD25+ regulatory (nTreg) cells
expressing IL-10 (Belkaid et al., 2002) and/or CD4+CD25-Fox3- Th1 cells

expressing both IFN-y and IL-10 (Anderson et al., 2007) appear to limit the
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number of IFN-y producers at the infection site thus facilitating chronic parasite

persistence.

The use of murine models of L. braziliensis infection is limited, because mice
are naturally resistant to this parasite species. In contrast, we have previously
shown that rhesus macaques (Macaca mulatta) are susceptible to L. braziliensis
cutaneous infection and develop a human like disease, including the non-healing
granulomata mucosal leishmaniasis (Teva et al., 2003). Although an effector T-cell
mediated inflammation controls clinical resistance in L. braziliensis-infected
macaques (Teva et al., 2003; Souza-Lemos et al., 2008), it remains unclear what
T-cell responses in primates will be required for vaccine-induced protective
immunity (Grimaldi, 2008). Nevertheless, analysis of the immune response in
different compartment during chronic infection could prove useful for determining
correlates of immune protection to Leishmania (Barbosa Reis et al., 2009). To
address this issue, here we use the immunophenotypic approaches by flow
cytometry to further characterize the parasite-specific cell-mediated immune
responses both in vivo [i.e., as detected by measuring ex vivo granuloma-derived
cells, without any further re-stimulation] and in vitro [i.e., by assessing recall
proliferative and cytokine responses to parasite antigen of either peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) or skin-draining lymph node-derived leukocytes
(dLNs)] associated with cure of cutaneous lesions in this L. braziliensis-macaque

model.
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2. Materials and methods
2.1. Infection of macaques and pathological analysis

All animal studies were performed under the guidance and with the approval
of the Oswaldo Cruz Foundation Institutional Animal Care and Use committee.
Seven outbred adult rhesus macaques (M. mullata) were used in this study. A high
dose (10" promastigotes) of virulent L. braziliensis (MHOM/BR/97/SIS strain) was
injected intradermally into the left forearm of each monkey. The infection was
allowed to proceed until the macaques reached skin disease progression and
spontaneously resolution. In the chronic phase, tissue samples from skin lesions
and dLNs were collected and processed for histothological analyses. Paraffin-
embedded tissue sections were stained with haematoxylin eosin and observed
under the light microscope at 40 x magnification in order to confirm the

identification of different cell populations of the inflamed tissues.
2.2. Preparation of cells

Recovery of inflammatory leukocytes from macaque skin lesions present for
8 weeks was performed as previously described (Souza-Lemos et al., 2008).
Blood and tissue samples were also harvested from macaques at week 8 after
infection. PBMCs were purified by Ficoll-Hypaque (Amersham) gradient
centrifugation. Ex vivo inflamed skin- and dLN-derived cells were homogenized
into single cell suspensions using cell dissociation sieves. The red blood cell
content was reduced by a 5-min incubation in cold ACK lysis buffer. Cell viability

was assessed by trypan blue exclusion and labelled as described below.
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2.3. Restimulation of leukocytes for cytokine analysis

For in vitro restimulation, whole PBMCs or dLN-derived cells were incubated
for 24 h at 37°C, 5% CO; at a concentration of 1 x 10’/ml in 200 u | RPMI 1640
containing 10% FCS, 10 mM Hepes, L-glutamine, and penicillin/streptomycin in
round-bottom 96-well plates. with or without 50 pg/ml crude L. braziliensis antigen

[prepared as described previously (Teva et al., 2003)].
2.4. Immunolabeling and flow cytometry

After preparation, cells were analyzed for surface markers and
intracytoplasmic staining for cytokines by flow cytometry using the optimized
conditions previously described (Souza-Lemos et al., 2008). Briefly, cells were
washed and stained for 30 min at 4°C with the optimal dilution of each antibody,
followed by washes and fixation using 2% formaldehyde solution. Monoclonal
antibodies (MAbs) to human CD3 (clone SP34), CD4 (clone L200), CD8 (clone
SK1), CD25 (clone 2A3), and appropriate IgG1 and IgG2 isotype controls were
from BD Pharmingen (San Diego, CA). All antibodies were fluorescein
isothiocynate (FITC)- or peridinin chlorophyll protein (PERCP)-conjugated. The
cells were permeabilized with a 0.5% saponin solution (BD Pharmingen) and
further stained with phycoerythrin (PE)-labelled anti-IFN-y (clone 25723.11; BD
Pharmingen), anti-TNF-a (clone 6401.1111; BD Pharmingen), or anti-IL-10 (clone
JES3-9D7; Caltag Laboratories, San Francisco, CA) MAbs. Data were acquired on
a FACSCalibur™ flow cytometer and analyzed with CellQuest Pro™ software

(both Becton Dickinson San José, CA).
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2.5. Statistical analysis

Statistical differences of the immune response in different compartments
were determined using a one-way analysis of variance (ANOVA) with the aid of
Graph Pad Prism 4 Software. The level of significance was set at a P value of

<0.05.

3. Results and discussion

In the present study, all seven L. braziliensis-infected macaques developed
localized chronic skin ulcerations (Fig. 1A), but primary lesions had disappeared
from all animals by 16 to 24 weeks Pl. A similar specific disease course was
reported (Souza-Lemos et al., 2008) when macaques were challenged using the
same parasite strain/dose and route of exposure. However, a more marked
variation in the disease phenotype (ranging from self-healing CL to non-healing
metastatic skin and mucosal lesions) was found when groups of macaques were
infected with different strains of L. braziliensis (Teva et al., 2003). Accordingly,
wide-ranging differences of clinical manifestations define Leishmania virulence
(degree of pathogenicity) in human infections (Grimaldi and Tesh, 1993). This is
likely linked to genetic variabilities found in natural populations of L. braziliensis
from different geographic areas in Brazil (Cupolilo et al.,, 2003). These
observations reinforce the notion that an interplay exists between the host immune
system and parasite pathogenic capabilities in the clinical outcome of leishmanial

infection.
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A self-healing phenomenon in rhesus macaques is indicative of the
development of an acquired immunity. Pathological findings confirm that this
model mirrors the human host inflammatory granulomatous response involved in
the control of L. braziliensis CL  (Pirmez et al., 1993). In this study, infected
macaques developed mature granulomas consisting of all cell types (Fig. 1B)
found within human granulomas (Muse and Ramakrishnan, 2009). The tissue
granulomas have long been considered host-protective structures formed to
restrain the infection, kill and remove the microbial target, and repair any
accompanying tissue injuries (Murray et al., 2005). Moreover, the chronic
lymphadenitis (Fig. 1C-D) observed in all infected animals is a characteristic
histological feature of the human disease (Barral et al., 1992). Evidence show that
an almost immediate result of tissue inflammation is a transient decrease in LN
egress and enhanced homing of T cells to LNs, which together contribute to the
initial increase in LN cellularity; chemokines then guide activated T cell subsets out
of the lymphoid compartment and into sites of inflammation or infection to deliver

the ‘newly minted” adaptative immune response (Bromley et al., 2008).

Most reports concerning characterization of leukocytes in active skin lesions
of patients with L. braziliensis CL have shown that T cells constituted 37-75% of
the inflammatory cells and the ration of CD4+ T cells to CD8+ T cells ranged from
0.8 to 1.8 (Barral et al., 1987; Lima et al., 1994). Moreover, differential expression
of cytokines parallels the variation observed on the nature of cellular inflammatory
infiltrate, with particular reference to the T cell phenotypes (Pirmez et al., 1993).

Similarly, a marked heterogeneity characterized the systemic and local immune
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responses in the chronic stage (at week 8 PI) of L. braziliensis infection in
macaques. Antigen-activated CD3" T cells account for 73.83 + 10.20% of the
stained PBMCs, with an expressive predominance of both CD4" (40.48 + 6.78%)
and CD8" (32.82 + 9.75%) T-cell subsets over CD4'CD25" (5.34 + 3.12%) T
regulatory (Treg) cells. Whereas CD3" T-cells were recruited in approximately
equal numbers into inflamed skin (51.43 £ 16.89%) and dLNs (49.10 + 14.08%),
cytokine-expressing T cell subsets were found more numerous in ex vivo
granuloma-derived leukocytes as compared to those obtained following antigen-
specific restimulation in vitro of freshly isolated cells from the skin-dLNs (Fig. 2).
Consistent with our data, the differences in CD4" T-cell functions observed
between healer and non-healer strains of mice differed ex vivo and in vitro (Choi

and Kropf, 2009).

It is thought that IL-10, which is produced by Treg cells, contributes directly to
parasite persistence and concomitant immunity (Belkaid et al., 2002). The
mechanism by which IL-10 allows parasite growth and survival is not fully defined,
but it is likely due to its potent deactivating role of infected antigen presenting cells
(APCs) that would become unresponsive to activation by IFNy (Sojka et al., 2009).
Interesting, IL-10-producing CD4"CD25" Treg cells responding to chronic L.
braziliensis infection in macaques dominate over effector mechanisms producing
IFNy and TNF-a at the inflamed skin and dLNs (Fig. 3). Accordingly, skin-dLN-
derived IL-10 mRNA" cells have also been detected in both healing and
progressive murine leishmaniaisis (Choi and Kropf, 2009). These observations

support the notion that there must be regulatory mechanisms whereby Treg
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activity itself is attenuated to ensure that immune response successfully clears the

infectious agent (Bromley et al., 2008).

In conclusion, the parallels found between humans and this primate species
with regard to clinicopathological changes and specific immunological responses
to L. braziliensis are not surprising given their close phylogenic relationship
(Grimaldi, 2008), thus providing an acceptable in vivo model for further studies
with additional probes aiming to elucidate regulatory mechanisms by which
granulomas successfully eliminate intracellular parasites. Defining the
environmental cues and the processing events involved in targeting in vivo
immune responses will provide new opportunities for therapeutic control of
lymphocyte trafficking, with potential applications to enhancing the efficiency of
vaccine-induced immunity and to suppressing the pathology of inflammatory
diseases (Murray et al.,, 2005; Mackay, 2008). Further development of the
Leishmania-macaque model should also prove useful to identify correlates of
protection in future vaccine studies. Without such knowledge, vaccine design

strategies will remain largely empirical, and further failures are likely.
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Figure 1. Characteristic clinicopathological changes in self-healing cutaneous

infection with L. braziliensis in a macaque (Rh U43) at week 8 PIl. Shown are [A]
the ulcerated skin lesion; [B] a fragment section of that lesion, demonstrating
histologically well-formed granulomas that consist of an aggregation of activated
macrophages (epithelioid cells) and multiple Langhans-type giant cells (arrows)
surrounded by lymphocytes and plasma cells; [C] a fragment section of a skin-
dLN, demonstrating the chronic inflammatory infiltrate throughout the subcapsular
sinus and cortical zones and hemosiderin deposits (arrows); and [D] a
conspicuous hypertrophy and hyperplasia of medullar cords (MC) and sinus cells

(MS). Sections were stained with haematoxylin and eosin; scale bar = 50 ym.
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Figure. 2. Flow cytometry specific T-cell effector and regulatory functions in
vitro (recall responses following re-stimulation of either PBMCs or dLN-derived
cells) and ex vivo (skin lesion-derived leukocytes analysed directly, without further
re-stimulation). The gates used to define T-cells are shown, and the numbers
represent the percentage of cytokine-expressing T-cells from one L. braziliensis-

infected macaque with active disease.
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Figure 3. Distribution by compartment of cytokine-expressing T-cell subsets
responding to L. braziliensis infection in rhesus macaques. Tissue samples were
harvested from macaques at week 8 after infection. Flow cytometry of T-cell
effector and regulatory functions ex vivo and in vitro were performed as described
in the Materials and Methods section. The data are presented as the mean and
SD of values obtained from seven animals. * indicates a significant difference (p <
0.0001-0.05) comparing the mean value of positive cells in a compartment to

other compartments (PBMCs or dLNs).
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3.3. In situ characterization of the granulomatous immune response with
time in non-healing lesional skin of Leishmania braziliensis-infected

macaques (Macaca mulatta)

Camila Souza-Lemos, Simone Neves de-Campos, Antonio Teva, Renato

Porrozzi, and Gabriel Grimaldi Jr*

Neste trabalho tivemos como objetivo investigar os mecanismos de
regulagdo da imunidade localizada em lesdes dérmicas persistentes induzidas
por Leishmania braziliensis no primata Macaca mulatta. A formacédo do
granuloma verificada nos macacos € direcionada por diversos mediadores
inflamatérios que sao importantes para o desenvolvimento das células Th1 e da
funcdo de macrofagos efetores. A analise cinética da resposta inflamatdria
revelou variados marcadores fenotipicos de células positivas para CD3, CD4,
CD8, CD20, CD68, Foxp3 e HLA-DR. Agregados de células B CD20" foram
encontrados na lesdo cronica, o qual serve como um substrato morfolégico no
desenvolvimento da resposta duradoura na infecgdo persistente. Nossos
achados indicam que ambos os subgrupos de células regulatérias CD4 Foxp3® e
Foxp3™ expressando interleucina-10 previne a erradicagao da L. braziliensis da
pele inflamada, desse modo, suprimindo uma eventual resposta curativa em
macacos com LC persistente. Estes resultados demonstram que o modelo
macaco pode ser usado para elucidar os mecanismos moleculares pelos quais as
células T regulatdorias mediadoras da supressao da resposta imune permitem o
crescimento dos granulomas em pacientes com leishmaniose. Estes mecanismos
devem ser considerados no desenho de estratégias terapéuticas de controle
dessa importante doenca inflamatoria.
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We have recently introduced a macaque (Macaca mulatta) model of
Leishmania braziliensis-mediated self-healing cutaneous leishmaniasis (CL)
in which the T cell-mediated inflammatory response effectively promotes
parasite clearance and granuloma resolution. Using an L. braziliensis strain
that produces nonhealing dermal lesions in macaques, we examined the
granulomatous immune response that led to uncontrolled growth of
granulomas in the infected host. Serial tissue sections stained with cell
type-specific antibodies revealed that the cellular infiltrates composing the
granulomas at different stages of differentiation consisted of the same cell
types found within human granulomata. We show that granuloma formation
in macaques is orchestrated by diverse inflammatory mediators that are
important for T helper type 1 (Thl) cell development and macrophage
effector functions. Additionally, our findings indicate that both Foxp3* and
Foxp3 CD4" regulatory T cell (Treg) subsets expressing interleukin-10 may
prevent clearance of L. braziliensis from the inflamed skin, thereby
suppressing the healing response in macaques with persistent CL. These
results demonstrate that the macaque model can be used to fully elucidate

the molecular mechanisms by which Treg-mediated suppression of immune
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responses allows the uncontrolled growth of granulomas in patients with
leishmaniasis. These mechanisms must be considered in the design of

strategies for therapeutic control of this important inflammatory disease.

Infections with the parasitic protozoa Leishmania braziliensis (Kinetoplastida:
Trypanosomatidae) or strain variants cause human illness associated with
significant morbidity in many areas of tropical and subtropical America." The
clinical presentations of L. braziliensis cutaneous leishmaniasis (CL) are diverse,
ranging from a localized cutaneous ulcer that spontaneously heals to chronic
cutaneous or mucosal lesions that are nonhealing or slow to resolve in the
absence of treatment. It is generally held that the host immune system and the
pathogenic capability of the parasite both contribute to the clinical outcome of

leishmanial infection.

At infection sites, L. braziliensis induces T helper type 1 (Th1)-mediated
inflammation, leading to the formation of well-organized granulomas.? It has been
shown that lesions of patients with localized CL contain high levels of not only
proinflammatory chemokines and cytokines®* but also interleukin (IL)-10.° Recent
findings show that ‘natural’ IL-10-producing CD4"CD25" T regulatory cells (Tregs)
obtained from chronic L. braziliensis CL lesions exhibit powerful anti-proliferative
activity in vitro.® In L. major-resistant C57BL/6 mice, CCR5-dependent migration
of antigen-specific IL-10-producing Foxp3™ Tregs into the inflamed skin favors

chronic parasite persistence and immune pathology.’ It has also been reported
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that a CD4"CD25Foxp3™ Th1 subset appears to be the dominant source of IL-10-
mediated immune suppression in chronic forms of leishmanial disease in mice®*®
and humans.® Despite these findings, the way in which IL-10 functions in a Th1-
polarized setting to prevent clinical cure in L. braziliensis-infected subjects

remains unclear.’"?

The local cross-talk between L. braziliensis and the host immune system has
not been thoroughly examined in patients®'*"" because such studies would entail
repeated biopsies. The use of mouse models to address this issue is limited
because mice are naturally resistant to infection with this species. In contrast, we
have previously shown that Rhesus macaques (Macaca mulatta) experimentally
infected with L. braziliensis develop a granulomatous immune response similar to
that observed in humans that can either effectively promote parasite clearance
with little pathology or induce uncontrolled Th1-polarized inflammation.®'?
Because of the scarcity of data obtained from human patients infected with L.
braziliensis, the aim of the present study was to gain insights into the functional
and structural properties of the cellular infiltrates composing the immune
granulomas developed in a macaque model of L. braziliensis nonhealing CL.
Our findings clearly show that infection with virulent L. braziliensis in this primate
system drives local IL-10 production by both CD4"CD25"Foxp3* and CD4*CD25

Foxp3™ Tregs, suggesting that these cells are actively involved in granuloma

formation and maintenance.
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Materials and methods
Animals and Infection Procedure

Five outbred®® young adult male Rhesus macaques were obtained from the
primate breeding facility at the Oswaldo Cruz (CECAL/FIOCRUZ, Rio de Janeiro,
Brazil) and were subsequently maintained in a conventional animal facility. The
institutional animal ethics committee (FIOCRUZ-CEUA) approved all experiments.
The virulent L. braziliensis strain (MHOM/BR/2000/LTCP-13396) used in this
study was isolated from a patient with disseminated CL (provided by E.M.
Carvalho, Federal University of Bahia, Salvador, Brazil). A standardized inoculum
of 10" stationary phase promastigotes was injected intradermally into the left
forearm of each monkey. The infection was allowed to proceed until the
macaques displayed advanced disease. Skin lesion development was assessed

each week by measuring the diameter of the lesion as previously described.®
Pathological Analyses

Biopsies obtained from skin lesions after parasite challenge were fixed in 10%
buffered formalin, stained with hematoxylin and eosin (H&E) and studied by
routine light microscopy. The local immune response underlying granuloma
development was systematically analyzed by immunohistochemical staining with
the following anti-human antibodies: CD3 (polyclonal, diluted 1:600; Dako,
Glostrup, Denmark), CD4 (1F6, 1:40; NovoCastra, Newcastle upon Tyne, UK),
CD8 (1A5, 1:20; NovoCastra), Foxp3 (PCH101, 1:50; eBioscience, San Diego,

CA), CD20 (L26, 1:300; Dako), CD68 (KP1, 1:500; Dako), HLA-DR (LN-3, 1:200;
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NovoCastra), CCL2 (polyclonal, 1:100; R&D Systems Inc., Minneapolis, MN), and
CXCL-10 (polyclonal, 1:500; R&D Systems Inc.). Sections were viewed and
images were captured using a light microscope (Nikon E400) equipped with a
color video camera (Sony DXC-151A CCD, Tokyo, Japan) connected to a 500
MHz Pentium-III (Intel Corp., Austin, TX) personal computer by a 4 MB PCI All-in-
Wonder Pro Image card (ATI Technologies, Santa Clara, CA). Cell populations in
each biopsy were quantified by automatic counting of immunostained cells using
Image-Pro Plus 4.5 software (Media Cybernetics, Silver Spring, MD) as described
elsewhere.”® Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-
labeling (TUNEL)-positive apoptotic cells were detected in tissue sections with the
fluorescein In situ Cell Death Detection Kit (Roche Diagnostics, Mannheim,

Germany) according to the manufacturer’s instructions.
Detection of Cytokine-expressing T Cell Subsets in Skin Lesions

We used flow cytometry to directly characterize ex vivo granuloma-derived
leukocytes. Inflammatory cells obtained from macaque skin lesions at different
time points following infection were stained with combinations of the following
fluorochrome-labeled anti-human antibodies: CD3-FITC or -PECy5 (SP34), CD4-
PECy5 (L200), CD8-PECy5 (SK1), CD20-FITC (2H7), CD25-APC (2A3), CD80-
APC (L307.4), CD195-APC (3A9), IFN-y-FITC (25723.11), TNF-a-FITC
(6401.1111) (BD Biosciences, San Jose, CA) and IL-10-PE (JES3-9D7) (Caltag,
Burlingame, CA). The isotype controls used were IgG1 and I1gG2 (BD
Biosciences). After staining cell surface markers, cells were permeabilized, and
intracytoplasmic markers were stained. A FACSCalibur flow cytometer (BD
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Biosciences) and Cyan and Summity software (DAKO) were used to measure
fluorescence of lymphocytes gated based on their forward (linear scale) and side

(log scale) light scatter.
Statistical Analysis

Quantitative data were analyzed using the Student’s t-test. Significance of the
differences between means at different timepoints was analyzed using a one-way
ANOVA (confidence level of 99%) with the Tukey-Kramer post-test using
GraphPad Prism version 3.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA).

Means were defined as significantly different when P <0.05.

Results

Different Clinical Outcomes in L. braziliensis-infected Macaques

We previously reported on an isolate of L. braziliensis (strain
MHOM/BR/1997/SIS) that produces self-healing skin lesions after high dose (10’
promastigotes) intradermal inoculation in outbred Rhesus macaques.' In the
present study, all of the monkeys challenged with a highly pathogenic L.
braziliensis strain using the same dose and route of exposure developed chronic
granulomatous lesions of varying severity. As shown in Figure 1, the initial growth
of the nodular lesion (A) progressed rapidly; nodule sizes reached 70 to 190 mm?
in area and peaked three weeks after infection. All lesions ulcerated three weeks

after infection and persisted until covered by a crust (C). All infected macaques

subsequently displayed persistent long-standing plaque-like infiltrative satellite
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lesions peripheral to the primary nodule (E and G). These observations reinforce
the hypothesis that the disease phenotype may be related to differential parasite

gene expression.?!
Classic Granulomatous Inflammation Arises in Macaques at the Infection Site

We have previously described the different stages of granuloma development
in an L. braziliensis-macaque model of self-healing CL."™ As shown in Figure 1
(panels B, D, F, and H), macaques in this study also developed and maintained
lesional granulomas remarkably similar to those seen in humans infected with this
pathogen.? Serial tissue sections stained with cell type-specific antibodies (Figure
2) were analyzed to identify the cellular infiltrates composing and surrounding the
granulomas. Abundant CD68" macrophages (A), activated HLA-DR" cells (B),
CD3" (C), CD4" (D), CD8" (E), and Foxp3® (F) T cells were found in small foci or
dispersed throughout the cellular portions of the granulomatous lesions, whereas
CD20" dense B cell aggregates (G) forming lymphoid-like structures were

identified in late-stage granulomas.

Kinetic analyses of the granulomatous immune response performed 2-52
weeks post-infection revealed marked variation in the number of cells expressing
CD3, CD4, CD8, CD20, or HLA-DR (Figures 3A and B). The frequency of CD20"
B cells in skin lesions increased during the chronic phase of disease (Figure 3A),
but the frequency of those expressing the co-stimulatory molecule CD80, which
provides the second signal to activate cognate T cells, decreased with time

(Figure 4A). The numbers of CD4" and CD8" T cells remained fixed throughout
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most of the study but decreased during later stages of infection (Figure 3B).
Notably, CD4:CD8 T cell ratios favored CD8" T cells at all time points after
infection (CD4:CD8 mean ratio, 0.62; range, 0.17-0.92). This finding is consistent
with the hypothesis that specific CD8" T cells capable of releasing IFN-y

contribute to protective immunity in human®? and murine CL.%3

Chemokines and cytokines organize and direct infiltrating leukocytes to sites
of infection, and these molecules likely play crucial roles in granuloma formation
and maintenance. Chronic CL lesions in humans contain high levels of monocyte
chemoattractant protein-1 [MCP-1], also known as CC chemokine ligand 2
[CCLZ2], and IFN-y-inducible CXCR3 ligands such as monokine induced by IFN-y
[Mig]/CXCL9 and IFN-y-inducible protein with a size of 10 kDa [IP-10]/CXCL-10,
whereas samples from patients with chronic diffuse CL predominantly express
macrophage inflammatory protein 1a [MIP-1a]/CCL3, suggesting that different
chemokine patterns may be linked to the unique disease phenotypes observed in
human leishmaniasis.* Here we demonstrated the presence of CCL2" cells
(Figure 2H) and CXCL-10" cells (Figure 2l) in macaque granulomata during
different stages of differentiation by immunohistochemical staining of tissue
sections. The expression levels of both chemokines were significantly reduced (P
< 0.05) with time (Figure 3C), but the number of CXCL-10" cells was significantly

(P < 0.05-0.001) greater than that of CCL2" cells at all time points after infection.

Apoptosis  (programmed cell death) of mycobacterium-containing
macrophages appears to be a driving factor in granuloma expansion;** therefore,

we sought to determine the degree of apoptosis in non-healing granulomatous
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lesions of L. braziliensis-infected macaques. We used the TUNEL staining
method to identify individual apoptotic cells, which were labeled by the terminal
transferase-mediated addition of fluorescein-dUTP at strand breaks (Figure 2J).
The frequency and distribution of apoptotic cells in macaque granulomatous
lesions changed uniformly during infection (Figure 3C), suggesting that cell death

continuously occurs during leishmanial infection.

Distinct  Functional Lymphocyte Subsets Accumulate in  Chronic

Granulomatous Lesions

Flow cytometry analyses of skin lesion-derived leukocytes harvested from L.
braziliensis-infected macaques during granuloma development revealed
continuous migration of both CD20*CD80" B cells and CCR5/CD195 receptor-
bearing CD4" and CD8" T cell subsets into the inflamed tissue (Figure 4A). We
next examined the cytokine producing capacity of distinct T cell subsets in non-
healing lesions (Figures 4B and 5). Except for IL-10-producing CD4"CD25 Foxp3
T cells, the number of cytokine-producing T cells remained fixed during the time
period of our study. We also found that chronic lesions present 24 weeks post-
infection  contained significantly (P < 0.01) more IL-10-producing
CD4'CD25'Foxp3" Tregs (58.4 + 18.7%) than CD4'CD25Foxp3” T cells
expressing either IL-10 (20.5 + 11.1%) or IFN-y (10.1 + 5.6%). Moreover, 24
weeks after infection, the IL-10 producing capacity of the CD4"Foxp3™ T cells was
greater than that of IFN-y/IL-10-producing CD4 Foxp3™ T cells (Figure 5). These

results are consistent with observations in mice® and in humans'® that IL-10 is
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produced by both Foxp3™ and Foxp3™ CD4" T cells in response to Leishmania

infection.

Discussion

Granulomas, organized aggregates of immune cells, are generally considered
to be the result of chronic antigenic stimulation. This complex process requires
adaptive immunity and is critical in restraining the infection, clearing the microbial
target, and repairing any accompanying tissue injuries; however, the overall
antimicrobial efficacy of the granulomatous inflammatory response appears to be
variable and dependent on the homeostatic balance between host and

pathogen.?*

Despite extensive evaluation of granulomas in rodent models of L. donovani
infection,? little is known about the functional dynamics underlying the formation,
persistence, and resolution of Leishmania-induced granulomas in humans.
Through the use of a macaque model of progressive L. braziliensis-mediated
disease, we have examined the temporal sequence of infiltrating leukocytes
during the course of infection. The results of these experiments are consistent

with our previous findings'®

showing that cellular components of macaque
granulomas are indeed similar to the inflammatory cells observed in human
granulomas.??" Strikingly, we observed a high rate of apoptotic cell death in the
granulomatous lesions of L. braziliensis-infected macaques. Macrophage

apoptosis has been noted in human tuberculosis granulomas and likely plays a

role in bacterial expansion.?*
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The development of a granuloma likely depends on the inflammatory
cytokine- and chemokine-mediated recruitment of receptor-bearing cells toward
the site of infection.”® Our in situ detection of diverse inflammatory mediators,
including MCP-1/CCL2, IP-10/CXCL-10, IFN-y, and TNF-a, and abundant CCR5"
cells provides evidence that continued leukocyte recruitment into inflamed skin
affects overall granuloma size and structure. Comparable results were obtained in
cynomolgus macaques experimentally infected with  Mycobacterium
tuberculosis.?® In humans, CCL2 promotes macrophage migration, and CXCL10
induces migration of activated T cells (preferentially memory T cells) to tissue
granulomas,®* whereas CCL-3 and CCL-4 are chemoattractants for CD4* and
CD8" lymphocytes, respectively.®’ Moreover, local environmental signals such as
IFN-y and TNF-a influence chemokine gradients, which facilitate the temporal and
spatial coordination of antigen presenting cells and activated T cells in
granulomas.30 Further development of the macaque model of L. braziliensis
infection should prove useful in defining the importance of chemokine receptor-
ligand interactions in controlling T cell trafficking both in the Ilymphoid
compartment and in peripheral tissue. These interactions must be considered in

therapeutic strategies designed to suppress the maintenance of inflammation.

Classically, B cells and specific antibodies are thought to offer no significant
contribution to protection against leishmanial parasites;’ however, B lymphocytes
can play an important role in shaping host defense against intracellular pathogens
through a variety of interactions with the cellular immune response (including the

presentation of antigens in the context of class Il MHC to T cells).** It has been
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demonstrated that CD4" Th1 cell-mediated granulomatous pathology in murine
leishmaniasis is downregulated through a B cell-dependent mechanism requiring
Fc receptor signaling.®® Here we observed that the frequency of CD20" cells in L.
braziliensis-induced granulomatous lesions in macaques increased with time.
Moreover, dense CD20" B cell aggregates were also found in chronic lesions
(Figure 2G). These B cell follicle-like structures seen within the ectopic infiltrates
that can accompany chronic inflammation likely serve as a morphological
substrate for the orchestration of the enduring host response to persistent

infection.?®

The effector functions of CD4" T lymphocytes are generally thought to be
carried out by distinct populations of Tregs and their soluble products. In fact,
several studies in C57BL/6 mice have shown that naturally occurring
CD4'CD25'Foxp3" Tregs accumulate at the site of L. major infection and function
in an IL-10-dependent manner to prevent sterile cure.” However, recent studies
have shown that IL-10-producing CD4*CD25 Foxp3  Th1 cells activated early in a
strong inflammatory setting as a mechanism of feedback control are the principal
mediators of IL-10-dependent immune suppression in chronic CL.%° Accordingly,
we show that fully functional CD4"CD25"Foxp3® and CD4*CD25Foxp3™ T cells
accumulate within chronic granulomatous lesions of L. braziliensis-infected
macaques. These results thus reinforce the notion that both of these regulatory T
cell subsets can cause uncontrolled Th1 cell-mediated granulomatous pathology
in chronic CL. Collectively, these findings lead us to propose the L. braziliensis

macaque model for further investigation of the molecular mechanisms of the Treg-
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mediated suppression of immune responses that initiates the disease and for

development of new treatments for this infection.
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Figure Legends

Figure 1. Progression of cutaneous leishmaniasis in macaques experimentally
infected with a highly pathogenic L. braziliensis strain (MHOM/BR/2000/LTCP-
13396). Skin lesions were measured as previously described.'® The pictures show
the following sequential clinicopathological changes in the persistent
granulomatous lesions observed in a macaque (Rh F13) after infection: (A) the
initial nodular ulcerating lesion; (C) the ulcerated skin lesion; and (E and G) the
persistent plaque-like infiltrating satellite lesions peripheral to the primary nodule.
H&E-stained tissue sections of the developing granulomatous lesions (panels B,
D, F, and H) provide an overview of the structural properties of granulomata
identified during the course of infection. All five animals examined in this study
developed granulomas composed of concentric layers of macrophages,
epithelioid cells, Langhans-type multinucleated giant cells (arrows), and

lymphocytes (bar, 50 um).

Figure 2. Cell populations in nonhealing cutaneous leishmaniasis in L.
braziliensis-infected macaques. Immunoperoxidase staining of a granulomatous
lesion 52 weeks post-infection using specific antibodies to human CD68 (A), HLA-
DR (B), CD3 (C), CD4 (D), CD8 (E), Foxp3 (F), CD20 (G), CCL2 (H), and
CXCL10 (I). A parallel analysis with isotype control antibodies yielded no
immunohistochemical signal (insets in panels A and B). Diaminobenzidine (the
chromogen) with hematoxylin counterstain. Immunostaining images are shown at

two different magnifications, x 60 (E and G) and x 40 (all other panels). Also
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shown are fluorescein-stained apoptotic cells visualized in situ by fluorescence

microscopy (J). TUNEL was performed with the Roche Mannheim Kit.

Figure 3. Kinetics of leukocyte infiltration into L. braziliensis-induced
granulomatous lesions in macaques. Paraffin- (A, C) and cryostat-embedded (B)
sections obtained from biopsies of lesions were stained with monoclonal
antibodies and the cells in the inflammatory infiltrate were counted as described in
Materials and Methods. All values are presented as the mean + standard
deviation obtained from five monkeys. "Significant differences (P < 0.01-0.05)

between mean values of positive cells at different timepoints.

Figure 4. Relative numbers of different types of cells measured by flow
cytometry in ex vivo skin lesion-derived leukocytes from five L. braziliensis-
infected macaques. Tissue samples were harvested at different stages of
granulomatous lesion development, and cells were isolated as described

elsewhere.” Values are presented as mean + SD in panels A and B.

Figure 5. Distinct functional subsets of effector and regulatory T cells
accumulate within L. braziliensis-induced nonhealing skin lesions in macaques.
The histograms in panels A and B illustrate the cytokine-producing capacity of
gated T cell subsets recovered from a representative 24-week granulomatous
lesion. Lesion cells were stimulated in vitro with PMA and ionomycin for 4 h
before measurement of intracellular cytokine production. The gates used to define
T cells are shown, and quadrant values represent the percentage of cytokine-

expressing T cells.
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4. DISCUSSAO

A infeccdo experimental pela L. braziliensis em M. mulatta produz uma série de
reagcdes complexas, relacionadas com a natureza do agente infectante e as
respostas imunes do hospedeiro. No primeiro trabalho nossos resultados mostraram
que as lesdes dérmicas ulcerativas regrediram espontaneamente, evoluindo para a
cicatrizagdo e cura dentro de 16-24 semanas Pl nos animais infectados com cepa
MHOM/BR/97/SIS. Em contraste, no terceiro experimento, a marcha da infec¢ao
com a cepa MHOM/BR/2000/LTCP-13396 foi mais insidiosa e a doenga mais grave
por causar lesdes primarias e secundarias, que persistiram até 52 semanas Pl. Em
estudo anterior (Teva et al. 2003) foi demonstrado que grupos de macacos rhesus
infectados com diferentes cepas de L. braziliensis, mostrou a influéncia de
determinantes intra-especificos do parasita na expressao clinica diferenciada da
doenca. Diferengas na manifestacdo clinica em humanos também retrata a
viruléncia da Leishmania (grau de patogenicidade) nas infecgbes (Grimaldi & Tesh
1993). Considerando que a expressao das infec¢des por leishmania depende tanto
da natureza do agente infectante como da resposta imune do hospedeiro infectado
nossos experimentos tentam entender como a resposta imune influencia as

diferentes manifestagdes clinicas da doenca.

Na primeira parte dos estudos em questdo, onde lesdes auto-resolutivas foram
analisadas, verificamos que o tipo de leucécito que migra para o sitio da infecgéo
varia de acordo com o estagio inflamatdrio. Nossos dados comprovam a participagao
de células da imunidade inata nas primeiras 20 horas Pl com influxo predominante
de neutrofilos ativados (muitos apresentando sinais de fagocitose e destruicéo
parasitaria). Estes neutréfilos sdo importantes no processo de imunoregulagao,
através da secregao de citocinas (IL-1, IL-12, IFN-y, TNF-a) e de quimiocinas que
servem de quimioatraentes para células Ty1 (Chen et al. 2005). Nesta fase, grande
parte dos parasitas é destruida, seja extracelularmente (Dominguez et al. 2003), seja
no interior dos fagdcitos ativados. Esses neutrofilos rapidamente d&do lugar aos
monocitos de exsudacido que constituem o tipo celular predominante dentro de 48-
72 horas. Os mondcitos de exsudacado sofrem rapidamente transformagdao em
macrofagos apresentando aumento de volume celular e producdo elevada de
enzimas lisossomais, resultando entdo em fagocitose e atividade microbicida mais

intensa.
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Nesta primeira parte do estudo, a caracterizagao in situ pela imunoistoquimica,
nas lesbes dérmicas auto-resolutivas dos primatas demonstrou que populagdes
celulares distintas (CD3", CD4", CD8", CD20", CD68" e HLA-DR") variaram durante
a infecgdo, sugerindo que os componentes da resposta imune local trabalhem em
conjunto. As frequéncias de células CD8 imunopositivas foi maior nas lesées em
fase de cicatrizacdo (8 semanas) do que nas lesdes de fase ativa. Este fato foi
consistente com a hipotese de que linfocitos T CD8" especificos sdo capazes de
produzirem IFN-y contribuindo para a imunidade protetora como observado em
humanos (Stanley et al. 2007). No caso da expressao de moléculas de classe Il
(HLA-DR"), os valores observados em lesdes ativas (2-8 semanas Pl) ndo foram
significativamente maiores (P > 0,05) comparado aos de lesdes em fase resolutiva
(16 semanas PIl). Dados esses contraditérios aos achados em rhesus infectados
com L. (L.) amazonensis, onde as frequéncias de células HLA-DR" sdo menores na
fase resolutiva das lesdes dérmicas (Amaral et al. 2000). Digno de registro foi o
maior numero de linfécitos CD20" (9,7%) em relagdo aos linfécitos CD3" (5,1%)
ocorrido na fase de cura (16° semana Pl) das lesdes. Resultados experimentais
indicam que pacientes com a forma auto-resolutiva da doenca apresenta um maior
numero de células B do que pacientes com a forma disseminada (Vieira et al. 2002).
Célula B antigeno especifica produtora de anticorpos estdo envolvidas também na
ativagao celular via DCs (Von Stebut 2007). Este modelo também indica que IFN-y
e/lou TNF-a produzidos por linfocitos T CD4" e CD8" presentes nas lesdes s&o
igualmente importantes na promogdo do processo de eliminagdo parasitaria e
cicatrizacao tissular na leishmaniose cutanea por Leishmania (V.) braziliensis. Por
fim, o acumulo de IL-10 produzida por células T CD4'CD25" nas lesdes auto-
resolutivas sugere que estas células desativam sinais que levariam a involugéo do
granuloma no hospedeiro infectado. Estes primeiros achados nos levaram a propor o
modelo macaco rhesus - L (V) braziliensis para continuar a investigagcao da resposta
imune celular in vivo do hospedeiro estudando o curso resolutivo versus persistente

da leishmaniose cutanea.

A analise da resposta imune em diferentes compartimentos durante a infecgao
crbnica pode ser util para determinagcdo de correlagdes de protecdo imune a
Leishmania (Barbosa Reis et al. 2009). No segundo trabalho caracterizamos a
resposta imune sistémica (PBMC) e localizada (células derivadas das lesdes e
linfonodos drenantes da lesdo) em animais infectados com a cepa

MHOM/BR/97/SIS. Todos os animais infectados desenvolveram uma lesdo cronica
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de pele, regredindo e desaparecendo entre a 16-24? semana Pl. Os macacos
infectados desenvolveram granulomas maturos com os mesmos tipos celulares
observados nos granulomas encontrados em humanos (Muse & Ramakrishnan
2009) parecendo estar envolvido na restricdo da infeccdo. Uma marcada
heterogeneidade caracterizou a resposta imune localizada e sistémica durante a
infeccao cronica (8 semanas Pl) de macacos com L (V) braziliensis. Enquanto que
células T CD3" foram recrutadas em frequéncias semelhantes para a pele inflamada
(51.43 £ 16.89%) e linfonodo drenante (49.10 + 14.08%), a produgéo tanto de IFN-y
e TNF-a pelas células CD4" e CD8" quanto de IL-10 pelas células CD4"CD25" foram
maiores em leucécitos derivados do granuloma, demonstrando assim o estado de
ativagcdo e o papel funcional dos linfocitos efetores e reguladores no sitio da
infeccdo. Os leucécitos da lesdo foram analisados diretamente ex vivo ao contrario
das células derivadas do linfonodo que foram re-estimuladas in vitro. Comprovamos
a analise direta ex vivo de leucdécitos derivados das lesbes como método mais eficaz
(quando comparado com células derivadas de linfonodo ou sangue periférico re-
estimuladas in vitro) para avaliar a capacidade funcional de linfocitos T efetores e
reguladores da resposta imune durante a leishmaniose experimental. Estes dados
corroboram assim com resultados obtidos em outro estudo (Choi & Kropf 2009) onde
foi utilizado tanto a abordagem in vivo quando ex vivo para definir melhor o papel

funcional do linfécito.

Apos a confirmacdo do estado de ativagcdo desses leucécitos no local da
infeccdo, uma terceira série de experimentos foi desenhada para investigar os
mecanismos de regulagdo dessa imunidade localizada s6 que agora em lesdes
dérmicas persistentes no modelo Leishmania braziliensis-macacos rhesus. Como
hipétese de trabalho, foi admitida que formas persistentes da leishmaniose cutanea
(lesbes primarias ou secundarias na derme e mucosa) podem resultar de uma
resposta imune hiperérgica (seja por aumento de co-estimulagdo ou diminuicdo de
morte de células ativadas por apoptose) modulada por células T reguladoras

promovendo assim a destrui¢cao tecidual progressiva de natureza imunopatolégica.

Assim, através do uso do modelo experimental L. braziliensis-macaco para
doenca progressiva, foi avaliado a sequéncia de infiltragdo de leucécitos durante o
curso da infeccdo. Componentes celulares nos granulomas de macacos foram bem
similares aos observados em células inflamatorias nos granulomas humanos (Ulrichs

et al. 2004; Taflin et al. 2009) conforme nossos achados anteriores (Teva et al.
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2003). Foi verificada uma alta taxa de morte celular por apoptose nas lesdes
granulomatosas dos macacos infectados por L. braziliensis. Macréfagos apoptoticos
foram observados em granulomas de tuberculose humanos e provavelmente

desempenham um papel na expansao bacteriana (Davis et al. 2009)

O desenvolvimento do granuloma provavelmente depende do recrutamento de
células para o local da inflamacao devido a expressao de citocinas e quimiocinas
inflamatorias (D’Ambrosio et al. 2001). A detecg&o in situ de diversos mediadores
inflamatoérios (MCP-1/CCL2, IP-10/CXCL-10, IFN-y, e TNF-a), assim como
abundantes células CCR5" (receptor de MIP-1a/CCL3, MIP-1B/CCL4, ou
RANTES/CCL5) comprovam que o recrutamento de leucdcitos continuo na pele
inflamada pode afetar o tamanho e estrutura do granuloma. Resultados similares
foram obtidos em macacos cynomolgus experimentalmente infectados com
Mycobacterium tuberculosis (Fuller et al. 2003). Em humanos, CCL2 promove a
migracdo e CXCL10 induz a migracado de células T ativadas (preferencialmente
células T de memdria) para os granulomas do tecido (Hagge et al. 2009), enquanto
que CCL3 e CCL4 sdo quimioatraentes para linfocitos CD4" e CD8",
respectivamente (Taub et al. 1993). Além disso, sinais locais (tais como IFN-y e
TNF-a) influenciam os gradientes de quimiocinas, que facilitam a coordenacéao
temporal e espacial das células apresentadoras de antigeno e células T ativadas nos
granulomas (Hagge et al. 2009). Adicionalmente, o modelo de L. braziliensis-
macacos Rhesus deve ser util na definicho da importancia do receptor de
quimiocina-ligante no controle do trafico de células T, tanto no compartimento
linféide quanto em tecidos periféricos, que precisam ser considerados em qualquer

estratégia terapéutica destinada a suprimir a inflamacao.

Classicamente, as células B e anticorpos especificos ndo oferecem contribuigao
significante para a protegao contra parasitos de leishmania (Grimaldi et al. 1993). No
entanto, os linfocitos B, através de uma variedade de interacbes com a resposta
imune celular (incluindo a apresentagao de antigenos no contexto de MHC de classe
Il células T), podem desempenhar um papel importante na elaboragdo da defesa do
hospedeiro contra patdgenos intracelulares (Maglione et al. 2009). Tem sido
demonstrado que células CD4+ Th1-mediadoras da patologia granulomatosa na
leishmaniose murina sao suprimidas por célula B através de um mecanismo
dependente da sinalizagao através da ligagéo ao receptor Fc (Jankovic et al. 1998).

No trabalho, observou-se aumento da freqiéncia de células CD20+ ao longo do
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curso da infecgdo nas lesbes granulomatosas em macacos induzidas por L.
braziliensis. Além disso, densos agregados de células CD20+ foram encontrados em
lesdes crbnicas. Estas células B, que formam estruturas semelhantes a foliculos
linféides, vistas dentro do infiltrado, podem acompanhar a inflamagao cronica
servindo provavelmente como substrato morfolégico para a dindmica da resposta do

hospedeiro voltada para resistir a infecgao persistente (Ulrichs et al. 2004)

As fungdes efetoras dos linfocitos T CD4" sdo geralmente controladas por
populagdes distintas de células Tregs e seus produtos soluveis. De fato, diversos
estudos em camundongos C57BL/6 mostraram que a ocorréncia natural de
CD4'CD25'Foxp3* Tregs, que acumulam no local da infeccdo por L. major,
funcionam de uma maneira dependente de IL-10, prevenindo entdo a cura estéril
(Yurchencho et al. 2006). No entanto, estudos recentes tém demonstrado a
produgéo de IL-10 por células Th1 CD4'CD25 Foxp3’, (ativadas precocemente em
um ambiente inflamatério intenso, como um mecanismo de controle de feedback)
atuam na imunossupresséo crénica da LTA (Anderson et al. 2007; Nagase et al.
2007). Em concordancia com estes achados, mostramos que células T funcionais
CD4+CD25+Foxp3+ e CD4+CD25-Foxp3- acumulam dentro das lesdes
granulomatosas cronicas de macacos infectados por L. braziliensis. Estes resultados
reforcam a nogcdo de que ambos os grupos de células T reguladoras podem ser
causa do processo inflamatorio descontrolado que ocorre na leishmaniose cutanea
cronica. Coletivamente, estes resultados nos levam a propor o modelo L.
braziliensis-macaco Rhesus para investigagdo dos mecanismos moleculares de

imunossupressdo mediados pelas células Tregs que iniciam a doencga.

87



5. CONCLUSOES

- Os experimentos confirmam a suscetibilidade variada de macacos rhesus (M.
mulatta) a infecgdo pela L. braziliensis, quando desafiados com cepas dististas do
parasita. Os dados revelam claramente os determinantes intra-specificos do parasita
(diferentes antigenos patogénicos ou outros fatores de viruléncia?) influenciando a

expressao clinica diferenciada da infeccdo em macacos.

- O modelo M. mulatta reproduz os principais eventos histopatolégicos da doenca
humana, incluindo a formacdo de granulomas bem organizados, consistindo dos
mesmos componentes celulares e moleculares encontrados em granulomas

humanos.

- O estudo demonstra que na fase aguda da reacgéo inflamatéria in vivo, os
neutréfilos controlam em grande parte o parasitismo tissular. Macréfagos ativados
fagocitam os granulécitos apoptéticos (mas com parasitas viaveis no seu interior)
estabelecendo-se assim a infecgdo. Com o estimulo antigénico persistente, dar-se

inicio entdo ao processo complexo da inflamagéao crénica granulomatosa.

- O desenvolvimento de granulomas reacional a L. braziliensis em macacos
resulta da migragao de leucécitos inflamatorios para o sitio da infecgao, processo

este orquestrado pela producao local de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias.

- A neo-génesis linfoide ectdpica (consistindo de agregados de células B CD20",
proximos de linfécitos T) vista nas lesdes nao-resolutivas facilitaria maior interagao

entre células imunocompetentes envolvidas na persisténcia dos granulomas.

- Linfécitos T produtores de IL-10 em resposta a infeccdo com L. braziliensis em
macacos representam duas populagdes (CD4"CD25"Foxp3" e CD4"CD25Foxp3)
reguladoras da resposta imune. Contrario aos dados da literatura, nossos achados
indicam que as células T CD4"CD25"Foxp3™ constituem a fonte principal de IL-10

envolvida no controle da reagao granulomatosa mediada por linfocitos T efetores.

- Esses resultados apontam o potencial promissor desse modelo na investigagdo dos
mecanismos supressores das células T regulatérias associados a formacgédo e
manutencdo de granulomas imunes durante a leishmaniose, o qual devera ser
considerado em qualquer estratégia voltada para o controle terapéutico dessa

importante doenga inflamatoéria.
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- Finalmente, comprovamos a analise direta ex vivo de leucdcitos derivados das
lesbes como método mais eficaz (quando comparado com células derivadas de
linfonodo ou sangue periférico re-estimuladas in vitro) para avaliar a capacidade
funcional de linfocitos T efetores e reguladores da resposta imune durante a

leishmaniose experimental.
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