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RESUMO

A imunologia da infeccdo murina phaeishmaia (Viannia) braziliensié pouco
conhecida, especialmente considerando a imunidiatie € a participacdo dos leucotrienos
nos mecanismos de resisténcia a infeccdo. Os learomt sdo mediadores lipidicos da
inflamac&o que ativam mecanismos microbicidas doedcitos. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar o perfil da infeccdo de cadumgos BALB/c e C57BI/6 por dois
isolados deL. (V.) braziliensisobtidos de pacientes com leishmaniose cutanea e o
envolvimento dos leucotrienos enddgenos na resisténinfeccdo. Para isto, os isolados
denominados IMG3 e RPL5 foram identificados comdqV.) braziliensispor meio de
técnicas moleculares e foram avaliados quanto escicnentoin vitro em meio Grace
(26°C), e quanto ao curso da evolucdo da lesdaaemindongos BALB/c e em C57BI/6.
Camundongos C57BI/6 geneticamente deficientes derfénon gama (IF)) foram
infectados para avaliar a importancia desta citogin controle da infec¢cdo. A carga
parasitaria foi obtida pelo ensaio da diluicao tamte em linfonodos drenantes da leséo e
nos bacos. As patas dos camundongos BALB/c e G 7@m colhidas apds 12 semanas
de infeccdo, e dos camundongos deficientes eny, IRl 42 semana, e foram processadas
para analises hitopatolégicas. A capacidade dec@&uwlwde 6xido nitrico (NO) pelos
isolados foi avaliada em culturas de células RAW.2Gratadas ou ndo com liFhe
lipopolissacarideo (LPS), sendo os nitritos detlxggpor reacdo de Griess. A regulacao
da producdo de NO pelos leucotrienos endégenasv/édiada por tratamento das culturas
de macréfagos com um inibidor de 5-lipoxigenase@j-e um antagonista de receptor de
leucotrieno B (LTB4). A atividade microbicida dos macrofagos foi aadd em
macroéfagos peritoneais (C57BI/6) infectados comsotado IMG3, sendo o NO inibido por
aminoguanidina. O efeito da inibicdo de leucotrignm vivo, foi avaliado em
camundongos C57BI/6 infectados com o isolado IMGBtados com um inibidor de 5-
LO. As curvas de crescimenito vitro foram similares para os dois isolados e os pamasit
no 5° dia de cultivo foram usados nos experimed®snfec¢cdo. O curso da lesao foi
similar entre os dois isolados nos camundongos BALBC57BI/6, porém enquanto a
lesd@o regrediu nos C57BI/6, nos camundongos BALB/esao foi persistente até a 122
semana de infecgcdo. Em camundongos deficiente&Bmhlouve crescimento progressivo
das lesdes e visceralizagao, tanto com o isolad®3Ilguanto com o RPL5. Confirmando
estes dados, a carga parasitaria nos linfonodasankes da lesdo nos camundongos
BALB/c foi maior do que a encontrada nos C57Bl/®@safi2 semanas de infeccdo com
IMG3 e os parasitos (IMG3 e RPL5) foram encontragibscerca de 50% dos bacos dos
camundongos deficientes em H=Ms andlises histopatolégicas mostraram um aceéatua
infiltrado inflamatério na derme, com macréfagosua@izados repletos de parasitos nos
camundongos BALB/c (12 semanas), e nos deficiatgd&Ny (4 semanas), mas ndo nos
camundongos C57BI/6 (12 semanas), similarmenta MG3 e RPL5. Os isolados
IMG3 e RPL5 induziram NO em células RAW 264.7 emesjismo com IFNM e os
leucotrienos endogenos nao alteraram a producaNQledestas células. Macréfagos
peritoneais murinos mostraram atividade microbicddamaneira dependente de NO. A
inibicdo in vivo da sintese de leucotrienos ndo alterou o cursofdecéo pelo isolado
IMG3 em camundongos C57BI/6. Coletivamente, os sladostram que o camundongo
BALB/c é suscetivel a infeccdo pelos dois isolagogjuanto o C57BI/6 é resistente; o
IFNy € essencial para o controle da infeccdo; os iselatdluzem a producdo de NO, o
qual contribui para a eliminagédo dos parasitoss elaxdos sugerem que 0s leucotrienos
endogenos ndo estao envolvidos nos mecanismosidEneia dos camundongos C57BI/6
aL. (V.) braziliensis



ABSTRAT

The knowledge about immunology @kishmania (Viannia) braziliensisurine
infection is poorly known, especially concerningnate immune response and the
involvement of leukotrienes in the resistance meidmas. Leukotrienes are lipid mediators
of inflammation that activate microbicidal mechanssin leukocytes. The present study
aimed to evaluate the BALB/c and C57BI/6 murineeation with twoL. (V.) braziliensis
isolates obtained from cutaneous leishmaniasiseqati and the involvement of
leukotrienes in the resistance of infection. THMG3 and RPLS5 isolates were identified
asL. (V.) braziliensidy using molecular techniques and ieitro growth of parasites in
Grace’s medium (26°C) was evaluated. The time eoofdesion after footpad infection
was followed in BALB/c and C57BI/6 mice. C57BI/6 aai genetically deficient in
interferon gamma (IF}y were infected to evaluate the relevance of dyiokine in
resistance. The parasite burden in draining lymptes and spleens was detected by
limiting dilution assay. BALB/c- and C57BI/6-infexd footpads were processed after 12
weeks of infection and those from li-defecient mice after 4 weeks for histopathological
analyses. Tissue sections were stained by hemateegsin. Parasite capacity to induce
nitric oxide (NO) was analyzed in RAW 264.7 celltates treated or not with IFRNand
lipopolysaccharide (LPS). Nitrites were detected using Griess reaction. The NO
modulation by endogenous leukotrienes was evaludedigh treatment of the cultures
with a b5-lipoxygenase (5-LO) inhibitor and a leuikete B, (LTB,) antagonist.
Macrophage leishmanicidal activity against IMG3lase was evaluated in thioglycolate-
elicited peritoneal macrophages of C57BI/6 micethiese cultures, NO was inhibited by
aminoguanidineln vivo leukotriene inhibition was achieved by using aG-inhibitor. In
vitro-parasite growth profiles were similar and parasitethe 5 day of culture were used
to infection. The lesion course was also similamieen isolates in both two mouse stains
used, but C57BI/6 mice presented healing after &2kw of infection whereas in BALB/c
mice the lesion was persistent. In W-Neficient mice there progressive lesions and
visceralization in IMG3- as well as in RPL5-infedttenice. Corroborating these data, the
parasite burden in draining lymph nodes of BALRice was higher than in C57BI/6
mice after 12 weeks of infection with IMG3, and gmtes (IMG3 and RPL5) were
identified in about 50% of the IRNdeficient mouse spleens. The histopathological
analyses showed an intense dermal infiltrate witltuelated macrophages heavily
parasitized in BALB/c mice (12 weeks) an in K-beficient mice (4 weeks), but not in
C57Bl/6 mice (12 weeks), similarly for IMG3 aRPL5. Both isolates IMG3 an RPL5
induced NO production in RAW 264.7 celll culturesegenting synergism with IRN
Endogenous leukotrienes did not affect NO productin these cultures. C57BI/6
peritoneal macrophages activated with yANPS killed IMG3 parasites depending on NO
releaseln vivoinhibition of leukotriene synthesis did not charige course of infection in
C57BIl/6 mice infected with IMG3 isolate. The relavdindings are: BALB/c mouse is
susceptible to infection with IMG3 an RPLS5 isolatdsereas C57BI/6 is resistant; I
crucial to the control of the infection; the is@atinduce NO and this molecule contributes
to macrophage leishmanicidal activity; and also tleta suggest that endogenous
leukotrienes are not involved in the controLo{V.) braziliensisn C576BI/6 mouse.



1. INTRODUCAO

1.1. A Leishmaniose Tegumentar Americana

1.1.1. Caracteristicas gerais

A leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é umangaeinfecto-parasitaria
antropozoonoética, causada por protozoarios do géreshmania spgue acomete pele e,
ocasionalmente, mucosdsishmania s um parasito que cresce em células do sistema
mononuclear fagocitario de vertebrados e é tramnjiela picada do inseto vetor do
géneroPhlebotomusno Velho Mundo, od.utzomyia no Novo Mundo. A maioria das
infeccdes ocorre como zoonoses entre animais sigegyeralmente roedores, sendo o
homem um hospedeiro acidental no ciclo de transmig&ontijo & Carvalho 2003;
Desjeux 2004).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, existesaral2 milh6es de pessoas
com leishmaniose, incluindo a forma visceral, thsiidas em 88 paises nos quatro
continentes, estando entre as seis doencas indascinais importantes. Anualmente, sao
notificados 1,5 milhées de novos casos de leishmsantutanea (LC) em todo o mundo,
mas a notificagdo compulséria s6 é feita em 32epaés um grande numero de casos
deixam de ser registrados (WHO 2005). No BrasiL,TA merece muita atencdo, pois
apresenta ampla distribuicdo, com registros descaso todas as regibes brasileiras
(Machado-Coelho et al. 1999; Castro et al. 2002ndé¢a & Martins 2003; Guerra et al.
2003; Carvalho et al. 2006), assim como pelo rdeocorréncia de deformidades que
pode produzir no ser humano, com reflexos no cangpcial e econdmico.
Aproximadamente 90% dos casos de LTA séo regisdrado individuos maiores de 10
anos e do total de casos registrados, 60% ocorrénéividuos do género masculino
(Ministério da Saude 2007; Manoel & Martins 2002).

A partir da década de 1980, foi verificado um aumelo nimero de casos no
Brasil, de 3.000 no ano 1980 para 37.710 no ana.2@&nhtre 1985 e 2005, a média anual
de casos autoctones registrados foi de 28.568psegistrados em média 18,5 casos por
100.000 habitantes. Considerando o niimero de c&sb$A por Knf como indicador da
densidade de casos de LTA, foram identificados 2¢tuitos de importancia
epidemioldgica no periodo de 2001 a 2003. Nesdedtero circuito de maior densidade

de casos foi representado pela regido do Tucuoai,eqvolve os estados do Maranhéo,



Para e Tocantins com densidade de 551,84 casosoufim circuito se encontram o
Distrito Federal e o Estado de Goias com densidad15,44 casos (Ministério da Saude
2007). Em Goias, foi verificada uma expansdo diganite da LTA em quatro anos,
passando de 71 municipios atingidos em 1994 p&&hl11998, o que correspondeu a um
acréscimo de 62% (FUNASA 2000). Em 2002, foram icovados 507 casos (Manoel &
Martins 2002) e no ano 2004, este numero caiu4E3aasos em Goias, sendo 20% deles
no municipio de Niquelandia (SINAN 2006).

O perfil epidemiolégico da LTA, nos udltimos anosmt sugerido mudancas no
padréo de transmisséo da doenca, havendo atualmerdi® silvestre, com a transmisséo
em areas de vegetacao primaria, sendo uma zooraaseirdais silvestres; o ocupacional
ou lazer, onde a transmissao esta associada aagduodas florestas, derrubada de matas
e ecoturismo (antropozoonose); e o rural ou peanwb relacionado ao processo
migratorio, a aglomerados em centros urbanos askuxia matas residuais, em que ha
adaptacdo do vetor ao peridomicilio (zoonose deasnadsiduais e ou antropozoonose),
verificando-se o processo de urbanizacdo da do@igzeira et al. 2004, Ministério da
Saude 2007; Reithinger et al. 2007; Shaw 2007).

Os parasitos do génelceishmaniasdo protozoarios que foram primeiramente
descritos por Leishman em 1900 e Donovan em 19@BdiMan 1999). Estes parasitos
pertencem a familia Trypanosomatidae, génemshmania e foram inicialmente
classificados em dois subgéneragishmaniae Viannia conforme caracteristicas do
desenvolvimento no intestino do inseto vetor (Sh884). Parasitos de todas as espécies
de Leishmaniasdo morfologicamente similares, habitam célulasidma mononuclear
fagocitario dos hospedeiros vertebrados e o intstios insetos vetores, dipteros da
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotomirnasgshmania smpresenta dois estagios
morfologicamente e bioquimicamente distintos dwaat seu ciclo de vida, a forma
amastigota e a forma promastigota. A forma amastigesenvolve-se intracelularmente
na forma arredondada ou fusiforme contendo um ausimples, um cinetoplasto, um
flagelo rudimentar, multiplicando-se obrigatoriatgerdentro de células do sistema
mononuclear fagocitario, especialmente macréfafjms.intestino do flebotomineo, as
amastigotas, dentro das células ingeridas durantepasto sanguineo do inseto em
hospedeiros infectados, séo liberadas e se tramsfiorem formas promastigotas, as quais
se apresentam na forma alongada, com nucleo cegitratoplasto na posigéo terminal e
com um flagelo bem desenvolvido (Ashford, 2000; Goi& Carvalho, 2003).

No intestino do vetor, a forma promastigota, reciferenciada a partir da forma



amastigota ingerida, sofre um processo de difemgéoi morfologica e funcional, passando
da forma prociclica inicial, ndo infectante, parafoama metaciclica infectante, um
processo chamado de metaciclogénese (da Silva &sSE87). A forma promastigota
prociclica que tem formato elipsdide, sofre intendivisdes binarias e adere a parede
intestinal; posteriormente, dentro de 5 a 8 di@sse transforma na forma metaciclica, que
tem um formato mais delgado e um longo flagelo,at@mente moveis e migram para a
peca bucal do inseto. O flebotomineo infectado,ndaapica a pele do proximo
hospedeiro, regurgita cerca de 1 a 1.000 formaaaintitas sobre a gota de sangue criada
pela picada, completando o ciclo de transmissaméfla et al. 2003; Ashford 2000). As
formas promastigotas prociclicas e metaciclicas tadtém encontradas em culturas
axénicas, representado as formas em fase de cesdoimogaritmico e em fase
estacionaria do crescimento, respectivamente. Beiran metaciclogénse, as formas
promastigotas sofrem alteragdo nos carboidratosugerficie, podendo ser separadas as
formas prociclicas das metaciclicas por meio detiagicdo com lectinas (da Silva &
Sacks 1987; Sacks 1989; Almeida et al. 1993; Riat&ilva et al. 2002).

Existem cerca de 30 espécies do gémeishmania sendo que mais de 20 delas
causam infeccbes no homem. Novas espécies causafeldes humanas estédo
emergindo, especialmente em associacdo com o dausmunodeficiéncia humana
(Ashford 2000; WHO 2005). No Brasil, foram deswitsete espécies deeishmania
causadoras de LTA, sendo seis do subgévienmmniae uma do subgéneteishmaniaAs
espécies Leishmania (Viannig braziliensis Leishmania (Vianniad) guyanensis e
Leishmania(Leishmanigq amazonensiséo as principais, sendo menos frequentemente
encontradas&. (V.) lainsoni L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberge L. (V.) shawj nas regides
Norte e Nordeste (Grimaldi & Tesh 1993; Gontijo &ralho, 2003; Ministério da Saude,
2007).

L. (V.) braziliensis a espécie mais prevalente no Brasil, sendoitéesan todas as
regides. A transmisséo de (V.) braziliensidifere quanto aos reservatoérios e vetores de
uma determinada regido. Os roedores silvestre®sdwincipais reservatorios de (V.)
braziliensis embora o parasito tenha sido isolado de felidemsideos e equideos, em
diferentes partes do pais. Seus vetores variaforooa o tipo de vegetacédo, tendo sido
identificados principalmenteutzomyia wellcomee L. complexano estado do Pard;
wellcomeinas florestas do Cearh; whitmani,no Ceara, Bahia, Mato Grosso do Sul e
Paranal.. migonej no Rio de Janeiro e no Ceatdneivaj no Sul do pais k. intermedia

nos estados do Sudeste, Rio de Janeiro, Sdo Palilwas Gerais (Ministério da Saude,



2007). Em Goias, as principais espécies de vesaa@s. intermedia, L. flaviscutellata e L.
whitmani (Nascimento, 1986; Grimaldi & Tesh 1993; Peter&8haw 2003; Manoel &
Martins 2003; Ministério da Saude, 2007; Andradbd-et al. 2007; da Costa et al. 2007).
A heterogeneidade genética dos parasitos de diésrdocalidades tem sido atribuida a
pressdes seletivas exercidas por diferentes compmnedo ciclo de transmissao de cada
area eco-epidemiologica ocupada por esses patasiigerindo que a ocorréncia de
determinadas variantes genéticas esteja intimanasstxiada a relacdo dos parasitos com
seus reservatorios silvestres e insetos vetoranéget al. 1995; Cupollilo et al. 2003).

Algumas espécies deeishmaniaestdo comumente associadas a determinadas
formas clinicas da LTA, embora diferentes espépessam causar distintas formas
clinicas da doenca. O amplo espectro de manifesgagiihicas pode variar desde Ulceras
cutaneas simples, que curam espontaneamente, s legtineas mdultiplas, bem como
lesbes erosivas na mucosa, com progressiva déstraig nasofaringe e orofaringe e
severa desfiguracdo facial. As lesdes, em geratiam como pequenas papulas
eritematosas que alargam e ulceram, possuindo bata delimitadas e elevadas, com o
fundo avermelhado, de tecido de granulacdo. Hé&laaitesbes do tipo nodulares,
vegetantes, verrucosas, com presenca de pequessasciou ectimoide. Linfoadenopatia
as vezes precede a lesdo e uma linfangite (cond&dido) ou adenomegalia satélite
podem acompanhar o desenvolvimento da lesdo. A$edestendem a cura
espontaneamente, mas podem permanecer ativas latéecia clinica e por disseminacao
hematogénica e/ou linfatica do parasito, causaandesdes cutdneas e/ou mucosas. As
cicatrizes das lesbes, dependendo do seu tamardempser desfigurantes ou mesmo
passarem despercebidas (Romero et al. 2001; Go#&tiBarvalho 2003; Bailey &
Lockwood 2007).

De acordo com as caracteristicas clinicas, a LTAlepser classificada
principalmente em: Leishmaniose cutanea localiZadd.), com lesdo Unica ou multipla
(até 20 lesdes), em geral cura espontaneamentsadzaayor todas as espécies acima
citadas; Leishmaniose cutédnea disseminada (LCD@ctmizada por lesdes multiplas
ulceradas, podem ser centenas, disseminadas @® @0 contiguas, ndo raro ocorre
comprometimento de mucosa, mas a LCD é uma contigapcausada especialmente por
L. (V.) braziliensisou L. (L.) amazonensjsLeishmaniose cutanea difusa (LCDf), cuja
severidade é dada pela ocorréncia de lesdes senedties lepromatosas, multiplas lesées
nao ulceradas, que nunca curam espontaneamentmdiviluo tem recidivas apdés o

tratamento com os farmacos frequentemente usadosprcente com deficiente resposta



imune especifica mediada por células, uma doemgacausada pdr. (L.) amazonensi®

a Leishmaniose mucosa ou mucocutanea (LM), tamb&nmecida como “espundia”,
causa Ulceras infiltrantes na mucosa das vias 8tgeeriores, com extensa destruicdo da
cavidade oronasal e faringea, geralmente surgeaafodma cutdnea, como uma metastase
da lesdo primaria em cerca de 5% dos casos, sentada especialmente dar (V.)
braziliensis(Turetz et al. 2002; Hepburn, 2003; Gontijo & Gdho 2003; Desjeux, 2004;
Ogawa et al. 2006; Bailey & Lockwood 2007).

Para diagnéstico da LTA, dados clinicos, epiderngiclis e laboratoriais devem ser
frequentemente associados. Uma extensa anamnesecaibeita de dados clinicos e
epidemioldgicos, seguida de diagnostico difereragal/arias outras doencas que causam
lesBes cutaneas ou mucosas, deve ser feita inen&mNo entanto, encontrar o parasito
em fragmentos de biopsias ou aspirados das leédesjnico diagndstico de certeza de
infeccdo porLeishmania spAssim, o método parasitolégico mais simples éxame
direto, feito por escarificacdo, biopsia com impéEsem lamina ou puncdo aspirativa,
sendo o material corado por corantes Giemsa othio@is, para analise microscépica a
procura do parasito. A inoculagdo do material abtih lesdo em meios de cultura ou
animais de laboratoério permite a confirmacdo dgridatico e a posterior identificacdo da
espécie do parasito. A pesquisa de parasitos tangbeita em cortes histolégicos dos
fragmentos das bidpsias, porém, nem sempre € pbssualizar o parasito. Apesar disto,
0S aspectos histopatoldgicos podem favorecer mdasigo de leishmaniose e descartar
outras doengas cutaneas (Romero et al. 2001; @ile¢ial 2004; Andrade et al 2005;
Bailey et al 2007).

Os métodos moleculares, que empregam a reacaodsia ca polimerase (PCR,
polimerase chain reaction também tém sido usados no diagnostico de leisiuse,
apresentando uma elevada sensibilidade, pois gd@zesm de detectar menos de um
parasito inteiro no material obtido do pacientepifaslo, biopsia fresca ou estocada,
esfregaco), por meio da amplificacéo do acido desleanucleio (DNA,deoxyribonucleic
acid). Além de poder indicar a presenca do parasiton@®dos moleculares permitem a
identificacdo da espécie destes parasitos, o0 queelévante do ponto de vista
epidemioldgico e para a terapia. Varios sao ossatdas métodos moleculares, dentre eles
podemos citar o DNA do cinetoplasto (kDNA), queestkihcia os subgéneros; as pequenas
subunidades de sequéncias de DNA ribossomal (SSVUArBmall subunits coding
sequences as quais também ndo diferenciam espécies, aggopes ou subgéneros; e

ainda genes especificos para uma determinada espénio 0 gene da glicose-6-fosfato



desidrogenase (G6PDylucose-6-phosphate dehydrogerjase qual tem permitido a
discriminacdo entre espécies pertencentes ao serogén(Viannia) (Uliana et al 2000;
Andrade et al 2001; Castilho et al 2003; Floetend@fi & Shaw 2004; Reithinger &
Dujardin 2007).

Métodos indiretos para demonstrar a presenca dasif@arincluem os testes
imunologicos, tais como reacdes sorologicas e radatmorreacdo de Montenegro. As
técnicas sorolégicas abrangem especialmente ooeimmanoenzimatico e a reacédo de
imunofluorescéncia indireta (IFI), para pesquisa aeticorpos anti-antigenos de
Leishmania spNa LTA, os titulos de anticorpos sao geralmeti®ds, exceto em casos
de LCDf, sendo a sensibilidade e a especificidametdstes baixa, portanto, ndo ha um
teste padrdo-ouro de diagndstico sorologico parbTA. O teste intradérmico de
Montenegro é um teste de facil execucdo, simpleslta sensibilidade e especificidade,
porém ndo diferencia infeccdo passada de infedgédb, @ado apresentando, isoladamente,
grande relevancia para o diagnoéstico, mas apemasapailiar na avaliacdo da resposta
imune celular do paciente (a qual sera descrita afzaixo). Esta reacdo costuma ser forte
em pacientes com LM e ausente naqueles com LCOde(Fat al. 2003; Gontijo &
Carvalho 2003; Marques et al. 2006).

O tratamento da LTA tem como farmacos de primeseolha os antimoniais
pentavalentes, o antimoniato de N-metilmeglucarainastibogluconato de sédio, apenas o
primeiro sendo utilizado no Brasil. Estes doisrantiiais tém eficacia comparavel para o
tratamento de LTA causada por (V.) braziliensis(Saldanha et al. 1999), sendo que ha
maior chance de fracasso no tratamento da infgugéb. (V.) guyanensigRomero et al.
2001). Apesar de bastante usado, com alta taxardede LCL, tanto de pacientes com
LTA causada por parasitos do compldxo(Leishmania) spguanto pelo complexa.
(Viannia) sp e mesmo de pacientes com LM, alguns pacientesagigmndem bem ao
tratamento e tem sido descrita a emergéncia des gepestentes aos antimoniais. Assim,
como farmaco de segunda escolha, para os paciegft@sarios ao tratamento com
antimonial pentavalente, utiliza-se a anfoteridhau a pentamidina. A anfotericina B &
um antibiotico poliénico, antifingico, com atividgadeishmanicida, que devido a sua
toxicidade sistémica pode ser usada topicamen&roiormulacdes lipossomais (Vardy et
al. 1999; Amato et al. 2004; Brown et al. 2005;08wn et al. 2007). A pentamidina € uma
diamidina aromatica, que vem sendo utilizada nosepada América do Sul para
tratamento da LTA, com alta eficacia e segurangaBMsil, é comercialzia na forma do

sal isotionato para uso intramuscular. Outros faéosacombinados aos antimoniais, tais



como pentoxifilina, aminosidina, alopurinol, tamb@mdem ser utilizados nos casos em
que os pacientes nao respondem aos farmacos deirprion segunda escolha, ou seu uso
é contra-indicado. Ainda, combinados aos antimsniestimuladores do sistema imune
tém sido usados, tais com interferon gama Y)FNator estimulador de coldnias de
macrofagos e granulécitos (GM-CSgranulocyte and macrophage-colony stimulating
factor) e leishvacin (Toledo et al. 2001; Sundar & RA0N2 Bailey et al. 2007; Ministério
da Saude, 2007). Ainda podem ser usadas a rifamapiKiochar et al. 2000) e azitromicina
(Silva-Vergara et al. 2004).

A imunoprofilaxia da LTA tem seu suporte nas enimé@s de que individuos que
tiveram LTA apresentam resisténcia a uma nova ¢af@cNo entanto, até o momento
nenhum protocolo de imunizacdo contra leishmnaaideve sucesso (Reithinger et al.
2007). Varios protocolos estdo sendo investigatdosm®delos experimentais (Handman
2001; Rhee et al. 2002; Salay et al. 2007) na asparde obter-se a vacina contra

leishmaniose.

De um modo geral, a diversidade dos biomas bnas|enas diferentes regides do
pais, gera uma epidemiologia muito variada da LTAm diferentes reservatorios
silvestres, insetos vetores e agentes etiolog@agie dificulta o seu controle, pois ainda
faltam dados sobre todos os elos da cadeia dentiss@0, sobre a doenca e a resposta do

hospedeiro. Em seguida serdo descritos algunstaspa imunologia da leishmaniose.

1.1.2. Aresposta imune na LTA: enfoque nos modelosurinos

O amplo espectro clinico das leishmanioses € defimela relacdo parasito-
hospedeiro, sendo consideradas de grande relevasciearacteristicas genéticas do
hospedeiro associadas aos fatores imunologicopapem predispor ao desenvolvimento
de formas brandas ou graves da doenca. Os modelasfeccdo de camundongos
isogénicos das linhagens BALB/c e C57BL/6 conmajor representam bem a relevancia
da genética do hospedeiro para a definicdo da gdolda doencad.. major é amplamente
distribuida pelo norte da Africa e Asia, sendo oes@vel pela leishmaniose cutanea. A
predisposicdo genética para resisténcia a infe@goL. major, em camundongos
C57BL/6, correlaciona com o desenvolvimento dedliitbs T CD4 auxiliares do tipo 1
(Th1, T helper )} produtores de INf induzidos por interleucina-12 (IL-12). Enquanto a
suscetibilidade, observada em camundongos BALB/assbciada a predominancia de

linfocitos T CD4 auxiliares do tipo 2 (ThZL helper 2, induzidos por interleucina-4 (IL-



4) (Heinzel et al. 1989; Sacks & Noben-Truth 200%). se estabelecerem as respostas
imunes, os camundongos C57BL/6 resolvem a les@meaj enquanto os camundongos
BALB/c sucumbem devido a disseminacdo do parasitpaidir do sitio da lesdo e
consequente visceralizacdo. Embora este seja o lonad@ssico estabelecido, este
fendbmeno nao ocorre com todos os isoladod..denajor, mostrando a relevancia da
genética dos parasitos (Anderson et al. 2005).ddwaracteristicas da resposta imune nos
modelos murinos conk. major ndo sao similarmente descritos para infeccbes com
leishmanias do Novo Mundo, dos complexXas(Leishmaniq sp ou L. (Viannia) sp
ressaltando a diversidade das respostas dos hosgedss diferentes espécies de
Leishmaniae mesmo a diferentes isolados da mesma espécevdfauMendoza et al.
1997; Jones et al. 2002; Gomes et al. 2003; Qi 8084; Souza-Neto et al. 2004; Pinheiro
& Rossi-Bergmann 2007).

O IFNy € uma citocina essencial no controle da infecgiolLp major, tanto no
inicio da resposta imune (imunidade natural) quamofase mais tardia (imunidade
adquirida). Na fase inicial da infeccdo, a printifimte de IFN s&o as células NK
(Natural Killer), que sao rapidamente recrutadas para os linfenddenantes da leséo,
contribuindo para a contencéo dos parasitos (Soh&tScott 1993). A infeccdo coin
major induz producédo de IL-12 e esta citocina é reqaquatra a ativacao das células NK,
que produzem IFY o qual amplifica a producdo de IL-12 pelos maagos ou células
dendriticas (Vieira et al. 1994; Scharton-Kersteale1995). Outras citocinas que podem
agir sinergisticamente com a IL-12 na geracao d&citos Thl sdo a ILd4, alL-18 e a
IL-23 (Von Stebut & Udey 2004). Apos a sensibili@agdos linfocitos T auxiliares aos
antigenos dos parasitos, realizada em um microamebiezo em IL-12, os linfécitos Thl
assumem a producado de N=NPorém, vale ressaltar que a IL-12 € um heteradicmm as
subunidades p40 e p35, formando a IL-12p70 e @riesha que ela induz a geracéo de
linfécitos Thl. Na forma de homodimeros da subutedad0, a IL-12p80 inibe a geracao
Thl, por antagonizar os receptores para a IL-1Zneatando a suscetibilidade de
camundongos BALB/c a infec¢cdo pbr major (Nigg et al. 2007). Além dos linfocitos
Thil, os linfécitos T CD8também sdo importante fonte de {ENontribuindo para a
imunidade antl-eishmania (Sacks & Noben-Truth 2002). A producdo de yFNos
pacientes que curam espontaneamente ou naguelesppsentam cura clinica ap0s o
tratamento quimioterapico, indica a relevancia alestocina no controle da infeccao
humana (Coutinho et .all998). Além disto, 0os experimentos com animais, qaais o

gene do IFN foi eliminado, foram fundamentais para consolal@nportancia do IFi{no



controle da infeccdo. Estes animais apresentanmedepogressivas, sem controle, ja
demonstradas em camundongos infectados lcomajor (Wang et al. 1994) ou. (V.)
braziliensis(Souza-Neto et al. 2004).

O IFNy é importante na geragcdo de mecanismos microbiddasmacrofagos,
auxiliando os macréfagos a eliminarem os parashtacrofagos tratados com IyNém
aumentada producdo de reativos intermedidrios dgéwio (ROI, reactive oxygen
intermediate} tais como o anion superéxido, peréxido de hiéindg e radicais hidroxilas,
bem como de reativos intermediarios do nitrogétaiis, como o o0xido nitrico (NQhitric
oxide. A producdo simultanea destes dois tipos de viestigera a formacdo de
peroxinitritos, que sao altamente toxicos paraavagitos. Juntas, estas substancias téxicas
contribuem para a eliminagdo dos parasitos e dentta infeccdo (Ding et al. 1988;
Brunet 2001; Von Stebut & Udey 2004). A producdoRi@l ocorre especialmente no
momento da fagocitose do parasito, como um mecanipnmario de defesa dos
macrofagos. Durante a fagocitose, enquanto os @ab8gsao internalizados, ha um
aumento no consumo de oxigénio mediado pelo cormpdezimatico NADPH-oxidase
(nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxijagerando os ROI altamente toxicos
(Rosen et al. 1995; Peters & Sacks 2006).

O oxido nitrico (NO), um gas inorganico extremareetixico, atua nos grupos
prostéticos de varias enzimas alterando suas farg@gibe a cadeia respiratoria, causando
morte celular (Jorens et al. 1995; Bosca et aD5200 NO é produzido por diversos tipos
de células, dentre elas células endoteliais e rMayws, sendo descrito como regulador de
respostas fisioldgicas e patofisiolégicas no corpouindo a pressdo sanguinea, a funcao
plaquetaria, a neurotransmissao, a inflamacéo efesa do organismo. O NO difunde-se
através das membranas e seu efeito pode ser dedonpela reatividade quimica com
anion superéxido, formando peroxinitrito, o qualdporeagir para formar outros
intermediarios como nitrosoperoxicarbonato. Esgedytos reativos do nitrogénio podem
inibir enzimas contendo centros ferro-enxofre, iméfungdo mitocondrial das células por
competicdo pelo oxigénio molecular e serem poténeiate toxicos para microrganismos
intracelulares, até mesmo para as células do hespe@Mayer & Hemmens 1997;
Korhonen et al. 2005; Bosca et al. 2005).

O NO é produzido por meio do metabolismo da L-angimpela enzima NO sintase
(INOS, inducible nitric oxide synthayeo qual além de gerar o NO, gera L-citrulina. A
enzima INOS pode ser induzida por varios estimuasioldgicos, tais como o IRNo

fator de necrose tumoral (TNF), a IBle por estimulos microbianos, levando a formacéo



de elevadas quantidades de NO (Mills 2001; Bruf@&l? Para que esta enzima seja
otimamente induzida sdo necessarios pelo menos dilwggs: um estimulo por uma
citocina, em geral, IFl)§ e uma ativacdo com um padrdo molecular de micon@sge.
Entre os padrdes moleculares mais bem estudadosndwedo de NO estd o
lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram negativme age ativando receptores
similares a proteind@oll, o TLR4 (Toll-like receptor 4) (Ding et al. 1988; Corraliza &t a
1995; Mills 2001; Royle et al. 2003; Bosca et @8l02). Os sinais simultdneos via receptor
do INFy e TLR, induzem producéo acentuada de NO (Xie &haat 1994). Na infeccéo
por L. major, foi demonstrada a importancia do NO ndo someata p eliminacédo do
parasito (Liew et al. 1991), mas também para agdiv de células NK. O NO produzido
nas primeiras horas da infeccdo, induzido pelo sgaree o IFNi3, ativa a via de
sinalizacao Tyk2/Jak/STATATYk2 quinase/Janus quinase/signal transducer amgtaor

of transcription 4 do receptor da IL-12, aumentando a producao Ng pelas células NK
(Bogdan et al. 2000). O NO ndo somente é fundarheata matar o parasito e favorecer a
cura clinica, como animais que apresentam resoldgdtesdo dependem de continua
producao de NO para nédo haver reativacdo da medieager et al. 1996). Além disto, foi
demonstrado que animais geneticamente deficiemeiN®S sdo altamente suscetiveis a
infeccdo poi.. major (Wei et al. 1995).

Diferencas na inducdo de NO e/ou suscetibilidadsuas a¢bes toxicas tém sido
descritas para as diferentes espéciekaighmaniaL. major induz producdo de NO em
sinergismo com o IFN(Bogdan et al. 2000), no entanto,(L.) amazonensigibe o NO
induzido por LPS em macrofagos murinios vitro, um efeito que é eliminado pelo
tratamento com IFi(Balestieri et al. 2002). Para gue(L.) amazonensiseja eliminada
dos macréfagos, € necessaria a producao simulténdED e anion superéxido induzidos
por IFNy e LPS (Mukbel et al. 2007). A resisténcia a infecporL. (V.) braziliensisé
dependente de NO em murinos (Rocha et al. 20073, maen todo isolado de. (V.)
braziliensisé suscetivel & acdo do NO (Giudice et al. 2007).

Outra citocina que contribui para a geracdo de N@a#ivos intermediarios do
oxigénio é o TNF, que € importante para o contdalenfeccdo pok. major (Ding et al.
1988; Liew et al. 1990). Também na infec¢cdo poiL.) amazonensiso TNF age de
maneira sinergistica com o INFpara controlar a infeccdo de macrofagos peritgneai
(Gomes et al. 2003). Niveis elevados de GiNRa fase de resolucdo da leséo lpofV.)
braziliensis foram descritos e podem estar associados amé®at infeccdo (Souza-Neto

et al. 2004), uma vez que camundongos geneticardefitgentes na producéo de T&F



infectados com um isolado de (V.) braziliensis mostraram-se incapazes de curar as
lesGes, apresentando lesdes progressivas, erdsaraejragicas, e havendo visceralizacao
em cerca de 30% dos animais (Rocha et al. 2008)n€gismo entre o IFNe 0 TNF
pode induzir a producéo de NO (Ding et al. 1988)ue explica a eficacia de ambos na
eliminacdo dos parasitos. Quando sao comparadasfexs0es murinas corh. (V.)
braziliensisou L. (L.) amazonensisapenas na infeccdo pbr (V.) braziliensishd um
controle do crescimento dos parasitos, 0 que pedexplicado pelos niveis aumentados
na producéo IFe TNF, nos linfonodos drenantes das lesdes (Meti@i. 2004).

Em humanos, a atividade leishmanicida dos macr&feagobém envolve a ativacao
da INOS, tendo sido demonstrada a producdo de N@u#aras de macréfagos humanos
infectados conk. infantume ativados com LPS, IFNe prostaglandinaHPanaro et al.
1999; Panaro et al. 2001). Foi demonstrado, pdisgniénunohistoquimica de fragmentos
de bidpsia de pele de pacientes com leishmanidé@eai localizada ou cutanea difusa, a
expressdo de INOS. A expressdo acentuada da iN®@Slesdes da forma cutanea
localizada correlacionou com um reduzido niumerga®sitos, enquanto em lesdes da
forma cutanea difusa, o pequeno numero de célokiivas para INOS coincidiu com um
elevado nimero de parasitos (Qadoumi et al. 2082)concentracdes séricas de IgE
podem ser aumentadas em pacientes com leishmaoitéeea, e em estudos com
macréfagos humanos, a ligacao de IgE/imunocompieroseu receptor de alta afinidade,
FceRII/ICD23, foi capaz de induzir NO de maneira depene da producdo de TNF
(Vouldoukis et al. 1995).

Enquanto o eixo Th1/IFMTNF/NO esta associado frequentemente a resisténcia
LTA, por outro lado, a suscetibilidade a infecc@olp major, esta associada com resposta
Th2, a qual é caracterizada pela presenca de elevadeis das citocinas IL-4, IL-13, IL-
10 e fator transformador do crescimeftrGH3, transforming growth factof), as quais
inibem a producéo/sinalizacdo de KM a ativacdo dos macrofagos (Sacks & Noben-
Trauth 2002). A producdo precoce de IL-4 ndo é ssr@amente um indicador de
suscetibilidade &. majorporque a linhagem de camundongo resistente, CB/Bithbém
produz essa citocina logo no inicio da infeccamabilidade de montar uma resposta Thl
observada na linhagem suscetivel, BALB/c, tem atdbuida a varios defeitos intrinsecos
das células apresentadoras de antigeno e dostisfdc entre eles baixa expresséao de IL-
1 pelas células dendriticas, baixa expressédo dziechéta 2 do receptor para IL-12 (IL-
12R32) na membrana da célula T CDé& deficiéncia da co-polarizacdo do receptor do

IFNy com o receptor para antigeno no linfécito T, intgpoie na sinalizacdo para



diferenciacdo dos linfoécitos Thl. Nesse microanteien IL-4 promove a diferenciacao
dos linfécitos Th em Th2 (Heinzel et al., 1989; Za& Anderson, 2001; Peters & Sacks
2006).

Uma forma das citocinas Th2 aumentarem a susdatidé a infeccdo é por meio
da ativacdo de macréfagos para geracao de propodagninas. A IL-4 e a IL-13 induzem
a expressao da enzima arginase | nos macrofagps| @atalisa a hidrolise de L-arginina
em uréia e L-ornitina. Esta ultima pode ser comdanpela enzima ornitina descarboxilase
em poliaminas, importante na proliferagcdo celubaem prolina, pela agcdo da ornitina
aminotransferase, sendo a prolina importante madg#io do coldgeno nos processos de
reparacao tecidual. Quando os macrofagos séo esiyad IFN, ha indugéo da iINOS, que
metaboliza a L-arginina produzindo NO, o qual daxila eliminacdo de microrganismos.
Estes macrofagos ativados expressando iNOS s&omd#dorofagos classicamente ativados
ou M1, e apresentam um perfil pré-inflamatério. Econtraste, os macrofagos
alternativamente ativados ou M2, que expressamasgi | sao antiinflamatérios e
assumem um papel reparador na reconstituicao tdiElills 2001; Gordon 2003).

Nos macrofagos, a arginase | compete com a iINO& ipesmo substrato, a L-
arginina, diminuindo a producdo de NO, em detrimethd controle da infecgdo. Em
camundongos BALB/c infectados cdmmajor, se houver uma diminui¢cado na geragao dos
macrofagos alternativamente ativados por defic&&dei resposta a IL-4, ha uma melhora
na atividade microbicida dos macrofagos e reduaiiladade arginase (Holscher et al.
2006). O efeito pode ser devido a auséncia de N&s também pode ser porgue
Leishmaniautiliza a L-ornitina, gerada pela acdo da argidagara produzir poliaminas,
que sao essenciais para sua proliferacdo (Iniesta 2001; Iniesta et al. 2002; Noel et al.
2004). Infeccdo, poi.major, de camundongos geneticamente deficientes em TLR4
mostrou um aumento da atividade da arginase fagondeco crescimento do parasito, 0
que sugere uma importancia do TLR4 na resisténaideacdo e o papel da arginase na
suscetibilidade (Kropf et al. 2004a). Coletivameagedados indicam que a funcao dos
macrofagos é diferencialmente regulada pelas oéscihl e Th2, definindo o curso da
infeccao.

O perfil de suscetibilidade baseado na producédLde no entanto, apresenta
algumas contradi¢ées no proprio modeld_denajor e ndo parece ser valido para todas as
espécies deeishmania Ainda no modelo dé. major, foi demonstrado um papel protetor
da IL-4, dependendo da fase da infeccdo e da ceépukesentadora de antigenos, a IL-4

pode induzir diferenciagdo Thl e camundongos @gfies em IL-4 ainda permanecem



suscetiveis a infeccao (Tripathi et al. 2007). dg#® de camundongos BALB/c cdm
mexicanaou L. (V.) panamensjsgue causam lesdes progressivas, ndao induzemnh.-4
primeira semana de infec¢do (Guevara-Mendoza &0al). Também na infeccdo murina
por L. (V.) braziliensis baixa ou ndo deteccdo de IL-4 é observada (Sdeza-et al.
2004). A inducéao de IL-4 pode ser variavel mesnteedsolados da mesma espécie, tendo
sido demonstrado, em camundongos BALB/c, quatrcesvapaior producdo de IL-4
quando a infeccdo foi pdr. major LV39, comparada a infeccdo pbr major Friedlin
(Hondowicz & Scott 1999). Além destas obervacdes sido demonstrada a emergéncia
de células T regulatérias (Treg, T CBD25) nas infecgdes, sendo esta populagéo
celular, juntamente com a citocina IL-10, também spomsaveis pela
resisténcia/suscetibilidadel&ishmania Na leishmaniose cutanea gdarmajor tem sido
demonstrada a presenca de células T ‘Giédutoras de INfFe de IL-10 nas lesdes,
mantendo a infec¢ao cronica (Tripathi et al. 2007).

Em humanos, o paradigma Th1/Th2, associado & cund® resolucdo da infeccao
na leishmaniose tegumentar, ndo € tdo claro comsocamundongos. No entanto, esta
claro que a imunidade celular é essencial parss@lugio da infeccao (Tripathi et al.
2007). Na infeccdo pdr. majorem humanos, Ajdary et al. (2000) mostraram querblp
de n&o cura estava associado com baixa produc#ieéNyee alta producéo de IL-4. Em
bidpsias com predominio do perfil Th1l ha uma cag&b negativa entre os niveis de yFN
e 0 numero de parasitos nas lesfes cutaneas caygsata(V.) guyanensjgporém ndo ha
correlacdo entre os niveis de citocinas Th2 e cendirde parasitos em biopsias com perfil
Th2 (Bourreau et al. 2003). Neste estudo, foi desttado que inicialmente ha um
predominio de resposta Th2 nas biopsias e comlagéwnda leséo este perfil muda para
Thl. Ainda em biopsias de pacientes com leishmaniosanea, a expressado de iNOS é
associada a reducdo no numero de parasitos nassles@ inducdo de NO pode ser
induzida em macrofagos humanos especialmente walizicdo no CD23/ERIl e
receptor do IFN (Mossalayi et al. 1999; Qadoumi et al. 2002; Voukls et al. 1995).

Na LTA, durante a fase ativa da LCL, ha predomiisrie células T CD4
periféricas com producdo mista de citocinas do Tipd/IFNy e Th2/IL-4. Nos individuos
que curam espontaneamente ou naqueles que apnesania clinica apos o tratamento
quimioterapico, foi observada uma proporcéo sindlarcélulas T CD4e T CD8, com
producdo de IFNre baixos niveis de IL-4 (Coutinho et al. 1998¥iWduos com a LM,
no entanto, podem apresentar niveis deylRMNnilares aqueles de individuos que

apresentam cura espontanea de lesGes cutaneaalli@aat al. 1995). O TNF e o IFN-



controlam a multiplicacdo dos parasitos na fasgahda infeccéo, no entanto, a producéo
de TNF exacerbada pode estar associada a uma gnaietdade da doenca. Niveis mais
elevados de TNF foram detectados nos pacientes lddnguando comparados com
individuos que apresentam a forma cutanea e ursacigao entre niveis de Iffd TNF

foi observada em pacientes com a forma cutaneauaeam apods tratamento (Da-Cruz et
al. 1996; D’Oliveira Jr. 2002).

Quando a imunidade celular esta preservada noserpasi com LTA, a
intradermorreacdo de Montenegro € positiva, sentste intradérmico com antigenos de
Leishmaniaum método auxiliar importante no diagndstico daALD que ocorre na
maioria dos pacientes com as formas LCL, LCD e IN& LM hé& forte reacdo de
Montenegro, indicando o polo hiperérgico da LTAgesnto na LCDf na maioria das
vezes 0 teste € negativo, indicando o polo anédpcdoenca (Convit et al. 1993; Silveira
et al. 2004). A andlise histopatologica das les@@sLTA mostram diferencas entre
infeccbes por parasitos do complexo (Leishmania)sp e L. (Viannia) sp Nas lesGes
causadas pot. (L.) amazonensishad um intenso infiltrado mononuclear pobre em
linfécitos e rico em macréfagos na derme, apresdotde vacuolizados e repletos de
amastigotas, dando ao infiltrado uma aparénciardeutpma de macrofagos. Ja com o
subgéneroViannia, o infiltrado € mais modesto com macrofagos e gi@s escassos;
compondo o infiltrado ha especialmente linfocitggasmaocitos, que dao ao infiltrado uma
caracteristica de granuloma epitelidide. Na LClpresenca de resposta imune celular é
representada pela deteccdo de linfocitos T CD8+ @DR+/Th1l/IFN nas lesbes, que
predominam nas lesdes causadaslpdiViannia) sp J& nas lesdes causadas IpofL.)
amazonensipodem ser encontradas ceélulas expressando IL#4 IEMdy. Nas lesdes
mucosas causadas pbr (V.) braziliensis o infiltrado celular, em alguns pacientes,
compde um granuloma tubercul6ide, com abundanteado de linfocitos (especialmente
T CD4+ expressando IRIN e plasmdcitos, poucos histidcitos e escassossifizsa Na
LCDf causada pok. (V.) amazonensiss escassos linfécitos T CD4+ presentes nas lesdes

expressam fortemente IL-4 e fracamenteyifSilveira et al. 2004).

1.1.3. Imunologia da infeccdo murina pot. (V.) brazliensis

Em relacéo a leishmaniose causadalpdV.) braziliensimdo hd uma abundancia

tdo grande de dados da imunologia como ocorre pamgodelo deL. major, porém,

avancos tém sido obtidos nos udltimos anos. EstudafV.) braziliensisé de suma



importancia para a América Latina, onde esta espésia entre as mais prevalentes,
especialmente no Brasil, e causa formas gravesodacd. O modelo de infeccdo de
camundongos C57BL/6 conk. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903, cepa de
referéncia da Organizacdo Mundial da Saude, OMSjtramajue os camundongos S&o
resistentes a infeccdo, desenvolvendo lesbes pagjeh mm) e a cura clinica completa
da lesdo pode ser observada por volta da sextanaed@infeccdo (Souza-Neto et al.,
2004). Ja a linhagem de camundongos BALB/c mostepostas variaveis aos diferentes
isolados dd.. (V.) braziliensigjue tém sido avaliados. Véarios deles ndo causkaséio e
naqueles que causaram, houve cura clinica. O ped®dura das lesbes nos camundongos
BALB/c foi variavel, tendo sido de cerca de tridias para isolados do Ceara e da Bahia.
Na maioria dos isolados avaliados, o tamanho maximolesdo induzida foi muito
pequeno, sendo ~0,2 mm (Indiani de Oliveira e2@0D4; Teixeira et al. 2005); cerca de 13
semanas para outro isolado (WR604) da Bahia (Saomel al. 1991) e quase 16 semanas
para o isolado MAN/BR/LTB-111 (Dekrey et al. 1998)estes dois ultimos relatos, o
tamanho maximo da lesdo obtido foi de ~1 mm. Enodoestes experimentos foram
injetadas formas prociclicas em fase estacionadackscimento. Quando formas
metaciclicas (cepa M2903) foram injetadas em caongus C57BI/6, Maioli et al.
(2004), estas induziram lesdes menores, de apedh@smm. Estes dados mostram a
dificuldade em induzir les@es pbr (V.) braziliensiem murinos.

Para aumentar a infeccdo dos camundongos BALB/c lcoifV.) braziliensis
saliva do inseto vetor tem sido utilizada juntareezdm os parasitos no sitio do inéculo.
Foi assim que Samuelson et al. (1991) descrevenanmeiro modelo de infeccdo murina
por L. (V.) braziliensis Foi utilizado o isolado WR604, obtido de um pategecom LTA
(regido de Corte de Pedra, Bahia, Brasil). A lgg@duzida ndo curou até os quatro meses
pés-infeccdo. O aumento da lesdo nos camundongdsBMBAinfectados comlL. (V.)
braziliensisparece estar associado ao aumento de producéeddeduzida pela saliva do
inseto vetor, ndo tendo sido detectadas outrasimd® que poderiam contribuir para a
exacerbacdo da lesdo, como o PGE a IL-10 (Lima & Titus, 1996). Tem sido
demonstrado que a saliva do vetor possui substgimsimomoduladoras, sendo que a pre-
exposicdo de camundongos a saliva é capaz de @#oegontra a infec¢cdo pbr major,

0 gque esta associado a uma forte reacdo de hipdnitidade tardia no local do indculo
(Kamhawi 2000; Kamhawi et al. 2000). No entantopmudelo de camundongos BALB/c
infectados conl. (V.) braziliensis apesar da saliva do inseto vetor modular a réspos

imune, ndo houve protecao contra o desafio comasipa (de Moura et al. 2007).



Estudos usando o modelo murino BALB/c de infeccém dsolados dd.. (V.)
braziliensis obtidos de pacientes de diferentes areas gecagafio Brasil (Ceara -
MHOM/BR/94/H3227 e Bahia — MHOM/BR/01/BA788), maatam diferencas na
patogenicidade dos isolados (Indiani de Oliveirale2004). O isolado H3227 foi mais
patogénico, apesar do discreto desenvolvimentoes@o esta lesdo apresentou maior
reacao inflamatoria, que estava associada a madacéo de quimiocinas (Teixeira et al.
2005). Este isolado induziu maior producdo de l&-#.-10, enquanto o isolado menos
patogénico BA788 induziu mais IlgNe IL-12 (Indiani de Oliveira et al. 2004). A maior
inducdo de CXCL10/IP10 pelo isolado BA788 podereatsociada ao maior nimero de
células NK rapidamente encontradas nas lesGes pdadu por este isolado, o que
explicaria a resisténcia a infeccao (Indiani dev€da et al. 2004; Teixeira et al. 2005). No
Ceara, € comum encontrar um expressivo enfartantigmodulos linfaticos regionais
precedendo ou acompanhando as lesfes cutaneasguatodeu origem ao termo
“leishmaniose bubbnica” para descrever a doencgasgset al. 1995), enquanto, na Bahia,
o quadro é diferente, com linfadenopatia localizadado frequentemente encontrada
(Barral et al. 1992; Barral et al. 1995). Estaemdificas clinicas foram refletidas nos
diferentes perfis de infeccdo do camundongo BAL&m isolados destas duas areas
geograficas distintas, descritas por Indiani deéa et al. (2004) e Teixeira et al. (2005).

Recentemente foram descritos 0os componentes esisemera o controle da
leishmaniose cutanea causada por(V.) braziliensisem camundongos BALB/c. Foi
utilizado o isolado MHOM/BR/94/H3227. A IL-12 é alhstamente necesséria, uma vez
gue camundongos geneticamente deficientes em Hpfigsentam lesdes progressivas com
visceralizagcdo e morte dos camundongos. Camundoggosticamente deficientes em
TNF apresentam lesdes progressivas que nao cuéamerssivas e hemorragicas, mas
somente cerca de 20 a 30% dos animais morrem poeralizacdo. Também os animais
geneticamente deficientes em INOS ndo conseguentrotama infec¢cdo, porém o
complexo NADPH-oxidase ndo é necessario para duggspo da infeccdo (Rocha et al.
2007).

Em camundongos C57BI/6, a infeccdo com a cepa M2@Q3 (V.) braziliensis
causa uma lesdo que regride rapidamente, havemdentm da producdo de TNF e NN
nas culturas de células dos linfondos drenantéssda (Maioli et al. 2004). A auséncia da
IL-12, no entanto, causou resultados diferentesielag obtidos por Rocha et al. (2007)
com os camundongos BALB/c. Souza-Neto et al. (26@g5traram que na auséncia da IL-

12 os camundongos C57BI/6 desenvolvem lesdes admsicb controle até 12 semanas



pés-infeccdo; os animais produzem baixas quantiddddeFN, mas ndo viram para um
perfil Th2. Ja nos animais geneticamente deficgeata IFN, as lesdes sdo progressivas e

descontroladas, havendo necessidade de sacrifiaarimais quatro semanas pos-infeccao.

1.2. Os leucotrienos

1.2.1. Caracteristicas gerais

Os leucotrineos sao mediadores lipidicos da inft@itmaproduzidos especialmente
por células de origem mieldide, incluindo neutasjl eosindfilos, basoéfilos, mondcitos,
macréfagos e mastocitos, as quais possuem as enmgoassarias para a geracao destes
mediadores. Eles tém o nome de leucotrienos devités ligacdes duplas conjugadas na
estrutura de 20 carbonos e por serem produzidotepodcitos (Murphy & Gijon 2007).
Os leucotrienos séo eicosanoides (do gesgosa= vinte; para derivados de acidos graxos
contendo 20 carbonos) derivados do metabolismociio @raquidonico (AA), um acido
graxo poliinsaturadm-6 (20:4) derivado da dieta, que € incorporadofasflipidios de
membrana de todas as células do corpo. A biossimtes leucotrienos comeca apenas
apos estimulacdo celular. Moléculas sinalizadorascluindo imunocomplexos,
endotoxinas, o componente do sistema complemensy [C5l, TNF, GM-CSF, fator
ativador de plaquetas (PAplatelet-activating factgr elastase produzida pelo neutrdfilo e
o proprio LTB, sdo capazes de ativar fosfolipases nos leucquét@siniciar a sintese dos
leucotrienos (Crooks & Stockley 1998; Funk 2001).

O aumento de Gélivre em resposta aos diversos estimulos atieslfpase A,
isoforma citosolica (cPLA, a qual age na posi¢cdo sn-2 dos fosfolipidiosnéanbrana
nuclear liberando o AA e lisofosfolipidios. Existembém a forma secretéria da enzima
(sPLA), de baixo peso molecular, que pode ser uma fortearia de liberacdo de AA
(Flamand et al. 2007; Funk 2001). O aumento & d&acelular também ativa a enzima
5-lipoxigenase (5-LO), que é uma dioxigenase gesyiaim dominio Nklterminal (Cd-2
similar) que liga dois ions calcio e um dominioatitito que liga ferro, podendo ser
encontrada no nucleo de algumas células e no LitAskigacdo com o C& provoca a
translocacdo da 5-LO para a membrana nuclear, gioa €m glicerofosfocolina. Para a
funcdo catalitica da 5-LO, o ferro é essencial,dsenxidado F& para F& por
hidroperoxidos lipidicos. Assim, o tonus redox é parametro de atividade 5-LO na
célula. Condicbes que promovem a peroxidacao tipgjdcomo quando ha aumento de

ROI, aumenta a producéo de leucotrienos. A 5-L@mbém ativada por fosforilagdo em



residuos de serina dependente de MARKdgen-activated protein kinas@38 e ERK1/2
(Burket et al. 2003; Coffey et al. 2007; Radmarklef007).

Uma vez ativada, a 5-LO deve se juntar a proteiivadora da 5-LO (FLAP5-
LO-activating proteiy, presente na membrana nuclear. A FLAP age comdioraro que
faciliata a captura do AA pela 5-LO. A 5-LO cataliduas reacfes: 1- retirada de um
atomo de hidrogénio do C-7 do AA e insercdo deénigmolecular para formar acido 5-
hidroperoxieicosatetraendico (5-HpETE); 2- remogéaim atomo de hidrogénio do C-10
do 5-HpETE, com consequente desidratacdo, paraafoanconjugado trieno epoxido
leucotrieno A (LTA,). O LTA, pode ser hidrolisado pela enzima Li#idrolase (adicéo
de agua no C-12) para formar leucotrienqBIB,4, acido 5(S),12(R)-dihidroxi-6,8,10,14-
(Z,E,E,2)-eicosatetraendico). Alternativamente, dAL pode ser conjugado com
glutationa para formar leucotrienos GLTC,4, acido 5(S)-hidroxi-6(R)-S-glutationil-
7,9,11,14-(E,E,Z,2)-eicosatetraendico), por meioagdo da enzima LTCsintase. Do
LTC,4, podem ainda serem formados o leucotrience® leucotrieno E(LTD,4 e LTE,,
respectivamente). Portanto, os leucotrienos podemnclassificados em dois grupos: o
LTB4 e os cisteinil leucotrienos (cysLTs), que possuemresiduo de cisteina em comum,
compreendendo os LTCLTD, e LTE. Durante o processo inflamatério pode ocorrer
biossintese transcelular de leucotrienos, mediad&rgnsferéncia de AA ou LTAde uma
célula para outra. De tal forma que mesmo que whdacndo possua alguma enzima da
via de sintese de leucotrienos, € possivel prddsz{Crooks & Stockley, 1998; Funk,
2001; Murphy & Gijén 2007; Flamand et al. 2007).

A bisossintese dos leucotrienos € finamente ca@uaolem varios passos. A
disponibilidade do AA depende do grau de ativacas tbsfolipases e da taxa de
reincorporacdo do AA aos fosfolipidios. Para cdatros niveis de AA e fosfolipidos na
célula ha um processo de reacilacdo dos fosfalipidue permite a reincorporacdo dos
mesmos as membranas, chamado de ciclo de Landsmmdelagem de AA (Murphy &
Gijén 2007). O metabolismo do AA depende de 5-LELAP, sendo a 5-LO ativada por
calcio ou fosforilagdo enzimética e sua funcéo ddeelo estado redox da célula. A 5-LO
é estabilizada por ATP (adenosina trifosfato), @ gumenta sua atividade. A fosforilacdo
no residuo de Ser523 inibe a atividade da 5-LOye é@mediado por proteina quinase A
(PKA, protein kinase A a qual é ativada por agentes que aumentam cAdHc(
adenosine monophosphat@Verz & Steinhilber 2005). Ambas 5-LO e FLAP t&ma
expressao positivamente regulada por estimulos ¢bfBpGM-CSF, TNF, vitamina D3,

TGH3 e dexametasona. O T@Fambém pode aumentar ou diminuir a expressaolde, 5-



dependendo do estagio de maturacdo dos macrofaghssd inibe a expressédo de 5-LO
em mondcitos e em células dendriticas em maturd€@almente, a degradacdo dos
leucotrienos finaliza suas func¢des bioldgicas. s de degradacdo de &cidos graxos, tais
como [-oxidacdo e reacdes de conjugacdo com acido glicor@stao envolvidas no
metabolismo do LTB Os CysLTs sdo metabolizados por peptidage®ridacido seguida
de B-oxidacdo. Apds o metabolismo dos leucotrienoss ggadutos ndo sdo capazes de
ligar aos receptores especificos para os leucosi¢viokomizo et al. 2001; Murphy &
Gijon 2007; Radmark et al. 2007).

Os tipos de leucotrienos produzidos dependem doctfular. Neutréfilos, células
dendriticas e linfocitos B humanos produzem espmeide LTB,. Ja os esonifdlicos
secretam LT¢ e os mastocitos produzem mais LTdd que o LTB. Ha diferencas entre
espécies com relacdo a producdo de determinadiss dip leucotrienos, por exemplo, os
macréfagos murinos produzem mais LT@ que o LTRB, ao inverso dos macréfagos
humanos (Flamand et al. 2007). Em geral, os lelecats sdo analogos aos horménios que
atuam localmente, apresentando um efeito paraewnatuarem sobre células vizinhas, e
autdcrino, atuando sobre a prépria célula fonteefeos dos leucotrienos se iniciam apos
ligacdo destes mediadores a receptores acoplagostéina G, contendo sete dominios
transmembréanicos. Sao eles, os receptores paraBg, OTBLT; e 0 BLT;; e para 0s
CysLTs, o CysLT e o CysLT. O receptor BLT tem maior afinidade pelo LTB4 do que o
BLT,, mas diferente do BL] o BLT, pode também mediar resposta a
hidroxieicosandides. A ligacdo dos leucotrienosses receptores ativa diferentes proteias
G que desencadeiam varias vias bioquimicas dazsigab nas células, tais como inibicdo
de cAMP (via Gi), ativacao de fosfolipase C (PlpGpspholipase Gvia Gq), aumento de
calcio intracelular (via Gq) e ativagdo de fosfiltidositol-3-quinase (PI13Kphosphatidy
inositide 3-kinasge Estas vias de sinalizacao levam as varias fungde leucotrienos nas
células, entre elas a inducdo de quimiotaxia, d¢@r de enzimas lisossomais de
granuldcitos e macréfagos, fagocitose e liberagi®@I. Outros receptores identificados
para leucotrienos sdo o PPA&Rperoxisome proliferator-activated receptor), dwido no
metabolismo lipidico e que quando acionado por LifiBacelular aumenta a degradacéo
do LTB, via LTB,; whidrolase, diminuindo a inflamacdo; e o GPR17, lige CysLTs
(Yokomizo et al. 2001; Peres et al. 2007a; Flametrad. 2007).

Estudos em humanos mostram uma elevada expres€BbTldeem leucdcitos do
sangue periférico, tais como granuldcitos, mondgitmfocitos T CD4 e CD8 e em

células B, sendo baixa a expressdo nas célulamdcetdo baco. Enquanto a distribuicdo



dos BLT; € mais restrita a leucdcitos, a expressao de,; & Bais ubiqua, sendo este
expresso em varios tecidos (Kim & Luster 2007). ¥pressdo do BLT em mondcitos
humanos é diminuida por citocinas proinflamatociaso o IFN e o TNF, enquanto a sua
transcricdo € aumentada por IL-10 ou dexametadoetie(sson et al. 2005). Muitas das
funcdes bioldgicas dos leucotrienos sdo mediadis peceptores BLiTe BLT,, sendo
sua importancia no processo inflamatério bastastiedada. Células endoteliais ativadas
com LPS apresentam aumento da expressdo de 8lquando ativadas com TNF tém
expressdo aumentada de BLD préprio LTB aumenta a expressao de BLT1 nas células
endoteliais. A acdo do LTBnestes receptores aumenta a produgcdo de NO pidasc
endoteliais, o que contribui para a vasodilatagi@a quimiocina MCP-1nf{onocyte
chemoattractant proteinjl que contribui para a quimiotaxia de leucocit@su(et al.
2006). O LTB aumenta a quimiotaxia dos leucécitos para o fadtamatorio por
aumentar a adesao dos leucdcitos ao endotélio (Kagatori 1987), o que é mediado por
um aumento na expressao de integrina (CD11b) nasofieos e mondcitos e aumento de
calcio intracelular, que é necessario para asagfies no citoesqueleto celular. Também
induz neutroéfilos a produzirem a quimiocina IL-8iegatrai mais neutréfilos para o foco
inflamatorio (Crooks & Stockley 1998; Kim & Lust@007). O LTB pode mediar os
efeitos do PAF na quimiotaxia, uma vez que foi destrado que a inibicdo de LB
endogeno inibe a quimiotaxia de neutrofilos indazpelo PAF (Gaudreault et al. 2005).

Os efeitos quimiotaticos do LT,Bndo se resumem a leucdcitos envolvidos na
inflamacg&o, mas também o LTE quimiotatico para células dendriticas e linfixit,
agindo em receptores BLDu BLT;, respectivamente (Goodarzi et al. 2003; Shin .et al
2006; Del Prete et al. 2007). O LJBumenta a expressao do receptor para quimiocina
CCRY7, importante para levar as células dendritigaa os linfonodos (Del Prete et al.
2007). Desta forma, o LTBatua também sobre as células da imunidade adauirid
favorecendo o encontro de células dendriticasfécitos T para o estabelecimento das
respostas imunes. Os linfocitos T ativados aposragio com as células dendriticas
expressam BLT1 e séo recrutados para os tecidasiafios (Goodarzi et al. 2003; Islam
et al. 2006). A acdo dos leucotrienos sobre aslaseldendriticas, além de induzir
quimiotaxia, pode também modular a producdo deio&s importantes para a definicdo
do perfil de linfécitos Th, dependendo do estimutdizado e da origem das células
dendriticas (Jozefowski et al. 2005; DiMeo et 802).

Os CysLTs sédo bastante conhecidos como mediadae$®rahcoconstricao,

aumento da permeabilidade vascular e ativacaoedm®d¢itos, sendo importantes na asma



alérgica. Entretanto, também estdo envolvidos ema wariedade de processos
inflamatorios. Os receptores CyslTe CysLT, sdo expressos especialmente em
eosindfilos, mastdcitos, macréfagos, células déndsie linfocitos T. O Cysliltambém é
expresso em basofilos, mondcitos e linfocitos Bagiio dos CysLTs nestes receptores
promove a quimiotaxia de eosinofilos e sua desdmgéa, ativacdo de mondcitos e
macrofagos, especialmente no pulméo, e ampliacAgrdducdo de citocinas por
mastocitos (IL-5, TNF e quimiocinas), favorecendaeaposta inflamatéria Th2. Em
células dendriticas, a acdo dos CysLTs parece pema producdo de IL-10 em
detrimento da IL-12. O CysLT1 é expresso tanto ifidditos Thl quanto nos Th2, que
respondem quimiotaticamente ao LJDAtuando em linfécitos B, o LTDaumenta a
producdo de anticorpos das classes IgG e IgE, dantma resposta Th2 (Kim & Luster
2007).

Como mediadores da inflamacao, os leucotrienosrmpquiticipar dos processos
inflamatorios de doencas cronicas, alérgicas eirautes. Elevadas concentracdes de
LTB,4 tém sido encontradas em secrecdes de pacienteBbrose cistica, asma, psoriase,
artrite reumatoéide e bronquite cronica. Nessesscas@xcessivo recrutamento e ativacado
de neutrofilos por LTR bem como por CysLTs, pode contribuir para masorodtecidual,
favorecendo a progressdo e perpetuacdo da doeriém Aisto, participam da
aterosclerose, osteoporose e cancer (Crooks & I819ck998; Werz & Steinhilber 2005).
Apesar da relevancia comprovada nestas doencasgasapa asma um inibidor de sintese
de leucotrienos, o A-64077 (zileuton), mostrou algueneficio. Na rinite alérgica, artrite
reumatdide e doenca inflamatoéria intestinal houaea eficacia e nenhum beneficio
terapéutico foi alcancado na colite ulcerativail@uton € um derivado N-hidroxiuréia que
inibe 5-LO por ligar o ferro do sitio ativo da emzi (Werz & Steinhilber 2005). Outras
intervencdes farmacoldgicas para inibir os leuents sdo a inibicdo da FLAP (que pode
ser conseguida com o uso do composto MK0591, pemplo) e o antagonismo dos
receptores BLTs (usando compostos tais como o GB96) e CysLTs (zafirlukast e
montelukast) (Showell et al. 1996; Surette et @9t Funk 2001).

Os leucotrienos também possuem acdes nas atividadexbicidas dos leucdcitos,
as quais serao descritas na Secao 1.2.2, querdisabre o papel dos leucotrienos nas

infeccoes.



1.2.2. Os leucotrienos nas infeccdes

Como importantes mediadores inflamatorios, os leigmws também podem
desempenhar um importante papel na defesa do lespedntra os microrganismos na
resposta imune inata. O papel dos leucotrienosiniescdes tem sido demonstrado em
varios estudos. Baile et al. (1996) mostraram @meundongos geneticamente deficientes
em 5-LO tornam-se suscetiveis a infeccéo Igmbsiella pneumoniaeOs macréfagos
alveolares apresentam diminuida fagocitose e deStrudas bactérias, facilitando a
bacteremia e um aumento na letalidade. O L &Bmenta a fagocitose ddebsiella
pneumoniagoor neutrofilos, mediada tanto pelo complementB3Creceptor para C3bi)
quanto por anticorpo IgG (iR, receptor para porcéo Fc de IgG); os CysLTs,ntanto,
nao mostraram qualquer efeito sobre a fagocitoseadmctéria (Mancuso et al. 2001). A
atividade bactericida dos macrofagos alveolaresene®delo € aumentada pelo LTB4
exogeno e os leucotrienos enddgenos sao necegsarga otima destruicdo das bactérias.
Os leucotrienos aumentaram a producédo de peréxidaddogénio, mediada pelo aumento
da atividade NADPH-oxidase, sendo este 0 mecanigspponsavel pela destruicdo das
bactérias (Serezani et al. 2005).

Os leucotrienos produzidos por mastécitos aposaojedeE. coli na cavidade
peritoneal de camundongos foram necessarios paracamtamento e ativacdo de
neutrofilos. A inibicdo farmacoldgica da sintesdaleotrienos, neste modelo, causou uma
diminuicdo da eliminacdo das bactérias (MalaviyAl&aham 2000). Peres et al. (2007b),
também inibindo farmacologicamente a sintese dmtdenos, mostraram que na auséncia
destes mediadores lipidicos, os camundongos peodeomtrole da infeccdo causada por
Mycobacterium tuberculosisNeste modelo, a deficiéncia dos leucotrienos ziedu
significantemente os niveis de IL-12, INE NO, aumentando a mortalidade de 14 para
57% dos animais.

Além da importancia na resposta a bactérias, ermadelo murino de helmintiase
a acao dos leucotrienos também foi marcante. Acixibde 5-LO ou a remoc¢ao genética
de 5-LO aumentou a carga parasitaria € o numerovids liberados nas fezes de
camundongos infectados co8trongyloidesvenezuelensisHouve uma diminuicdo de
eosindfilos e células mononucleares no sangueépedfe no parénquima pulmonar houve
diminuicdo de IL-15, aumento de IL-12 e diminuicde IgE (Machado et al. 2005).
Também tem sido demonstrado o papel dos leucotrieaoresisténcia a infeccbes por

virus e fungos em modelos murinos (Flamand et0dl7 R



Na resposta imune inata a protozoarios, os lermtsi também participam dos
mecanismos de resisténcia as infec¢des. O 4La@nenta a fagocitose e morte de
Trypanosoma cruzpor macréfagos murinos peritoneais (Wirth & Kienszaum, 1985) e
0 LTB,4 induz destruicdo dé&. cruzimediada por aumento de NO. O LiliBduz aumento
de PAF e TNF nos macréfagos infectados comcruzi estando estes mediadores
envolvidos na indugcédo do NO. Além disto, o LiT8nergiza com IFM para aumentar a
producdo de NO nestes macrofagos, um efeito tammbédiado pela inducdo de TNF e
PAF. O tratamento de camundongos com um antagates®d T; (CP-105,696) aumentou
a parasitemia, mas nao a letalidade, causadadl pelozi(Talvani et al. 2002). Segundo
Reiner et al. (1985), a infeccdo de macréfagostqresais murinos conbeishmania
donovanié capaz de induzir a producao de LT® infeccdo de camundongos cdm
major induziu a producao de LTBa fase inicial da infeccdo em camundongos BALBI/c,
sugerindo seu papel no recrutamento de célulaamatiorias e de linfécitos, tanto do perfil
Thl quanto Th2 (Milano et al. 1996). Mais recentetee foi demonstrado que a
deficiéncia na producao de leucotrienos, tantadeéiciéncia genética de 5-LO, quanto por
inibicdo farmacologica com MKO0591 (inibidor de 5-1,Oresultou no aumento da
gravidade da infeccdo murina por(L.) amazonensisOs macrofagos dos camundongos
resistentes a infeccdo produziram niveis mais dtevde LTB, apds a infeccdo, do que os
animais suscetiveis. A auséncia de leucotrienosndim a atividade microbicida dos
macrofagos, a qual foi mediada por NO e foi auntanfzelo LTB exdgeno (Serezani et
al. 2006). Até o momento nenhum estudo avaliandmportancia dos leucotrienos na
infeccdo pol. (V.)braziliensisfoi realizado.

De maneira geral, a participacdo dos leucotrigrassinfeccdes envolve a atracao
dos leucadcitos para o foco infeccioso, o0 aumentdadacitose, o aumento da atividade
microbicida dos leucdcitos por meio de inducdo d,RO, liberacdo dei—defensinas
dos neutrofilos, liberacdo de enzimas lisossomaiseatitrofilos e eosindéfilos e inducdo de
citocinas que ampliam suas atividades biologiads,domo as quimiocinas e as citocinas
TNF, IL-1, IFNy, IL-6, IL-4, IL-5 (Crooks & Stockley 1998; Flamared al. 2004; Peters-
Golden et al. 2004; Serezani et al. 2005a; Flanetiadl 2007).

O modelo classico de resisténcia e suscetibilidalgshmaniose foi estabelecido
na infeccdo murina pok. major. E este modelo tem sido a base para entender os
mecanismos de resisténcia e suscetibilidade aciédepor outras espécies ldeishmania

A ativacdo de macrofagos pelo NFpNroduzido pelos linfocitos T CD4+ e a inibicdotdss



macrofagos pela IL-4 foram postulados como prinsigaecanismos de resisténcia e
suscetibilidade, respectivamente. Nos modelos decgho por outras espécies de
Leishmania no entanto, nem sempre este paradigma é obse(cMahon-Pratt &
Alexander 2004). Por exemplo, na infeccdo de caonmas C57BI/6 comL. (L.)
amazonensjso IFNy ndo é necessario para conter a infeccdo na fasal ida doenca,
somente apos dois meses de infeccdo foi observagl@ @uséncia de IfNnterfere no
curso da leséo (Pinheiro Rossi-Bergmann 2007). A infeccdo de camundongosHéAL
com L. mexicanacausa lesdes progressivas sem controle, no entaédoha inducao de
IL-4 na primeira semana de infeccdo (Guevara-Meadeiz al. 1997). Pard. (V.)
braziliensis o IFNy € essencial para o controle, mas a IL-12, queziaddiferenciacdo dos
linfécitos Thl ndo € fundamental como na infecc@iolp major (Souza-Neto et al. 2004).
Os mecanismos de controle de (V.) braziliensissdo ainda pouco conhecidos,
especialmente por causa da falta de bons modeldaaswa infecgdo. Outro problema
para se avaliar a infeccado pbr (V.) braziliensisé a dificuldade do isolamento desta
espécie a partir de lesdes de pacientes e suaengaatem culturas axénicas. Isto faz com
gue nao haja muitos estudos sobre o comportamentoobiol6gico dos isolados desta
espécie, cuja relevancia é ressaltada pela altalprecia e pelo elevado nimero de casos
de LTA causados por ela no Brasil. Menos aindarthecido sobre a participacdo dos
leucotrienos nas infec¢bes pagishmaniaos quais podem ser induzidos pelos macrofagos

durante a infecgéo par. (V.) braziliensie ser importantes para o controle do parasito.



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral:

- Avaliar o perfil da infeccdo de camundongos pais dsolados déeishmania (Viannia)

braziliensis(IMG3 e RPL5) e o envolvimento dos leucotrienodGgenos na infecgao.

2.2. Objetivos especificos:

- Confirmar a espécie dos dois isolados, IMG3 e RRIbtidos de pacientes com LTA e

estocados nbheishbankBanco dd_eishmanidPTSP/UFG).

- Fazer a busca dos dados clinicos e epidemiolégicssprontuarios dos pacientes, dos
guais as leishmanias foram isoladas.

- Comparar as curvas de crescimento dos isolad@3I®RPLSN vitro.

- Avaliar o perfil da infeccéo pelos isolados IMBRPL5 em camundongos C57BI/6, em
BALB/c e em camundongos C57BI/6 geneticamente idgfies em IFM.

- Avaliar a capacidade de indugdo de NO pelos idolados em linhagem de macréfagos
murinos RAW 264.7 e sua modulacgéo pelos leucotsieno

- Avaliar a infeccdo de macréfagos peritoneais amuwndongos C57BIl/6 com o isolado

IMG3, a inducdo de NO e a modulacédo da atividad@abicida dos macrofagos pelos

leucotrienos.

- Avaliar o efeito da inibicdo da producao de ldtieaos no desenvolvimento da leséo

causada pelo isolado IMG3 em camundongos C57BL/6.



3. METODOLOGIA

3.1. Obtencéo e manutencao dos parasitos

3.1.1. Obtencéo dos isolados desishmania spp

Foram estudados dois isolados estocadokeighbank(Banco Imunobioldgico
de Leishmanioses da Regido Centro-Oeste/IPTSP/idideele Federal de Goias), o
IMG3 e o RPL5, os quais foram obtidos de pacieatesdidos no Hospital de Doencas
Tropicais Anuar Auad (Goiania — Goias). Esses dadaforam selecionados de
pacientes com LCL que apresentavam pequenas difereno exame clinico e
pertenciam a areas geogréficas distintas (regidmseNe Centro-Oeste). Assim, 0s
parasitos podem ser adaptados a diferentes reSeogasilvestres e insetos vetores. O
isolado IMG3 ja foi utilizado em um trabalho antenmo nosso laboratorio (Gosh 2005)
e 0 RPL5 foi um isolado que chamou a atencdo pela@vel disseminacdo e
visceralizagdo em camundongos C57BI/6 deficientes IENy, apos injecdo de
fragmentos da biépsia da lesdo do paciente RPLiga@leanento dos parasitos.

A cepal. (V.) braziliensigMi2903, referéncia da Organizacdo Mundial da Saude
(MHOM/BR/1975/M2903), foi gentilmente cedida pelaofa. Dra. Lucile Maria
Floeter-Winter, Instituto de Biologia, Universidadie Sdo Paulo.

3.1.2. Dados dos pacientes

Os pacientes foram atendidos no Hospital de Doemgagicais Anuar Auad
(Goidnia — Goias) e diagnosticados com LTA por meie dados clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais (Intradermorreagi® Montenegro, exame direto,
analises histopatolégicas, segundo métodos recadendpelo Ministério da Saude
(2007) e reacdo de Imunofluorescéncia indiretdizamtido laminas contendo formas
promastigotas dé. (L.) amazonensi§FLA/BR/1967PH8), sendo a técnica de acordo
com Marques et al. (2006). O paciente RPL desepuolinfangite e lesdo Ulcero-
crostosa, sendo observada a presenca de granul@maxame histopatogico,
caracteristicas estas ausentes no paciente IM@ci@npe RPL, provavelmente, contraiu

a LTA no estado do Para e o IMG, no estado de G@idsdados dos pacientes estao



apresentados nas Tabelas 1 e 2.
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Rsaddumana e Animal do
Hospital das Clinicas/UFG.

3.1.3. Cultivo e manutenc¢éo dos parasitas vitro

Os parasitos foram mantidos em nitrogénio liquidé a momento dos
experimentos, quando foram descongelados e cubisvanhplacas de 24 pocos (Costar,
Cambridge, MA, EUA) contendo meio Grace completoa(®’s Insect Medium, Sigma
Chemical Co., St Louis, MD, EUA) suplementado codd62Soro Fetal Bovino (SFB,
Cripion, Andradina, SP, Brasil) inativado, 2 mM ldglutamina (Sigma), 100 U/mL de
penicilina (Sigma) e 10Qg/mL de estreptomicina (Sigma), a temperatura d€Q6
sendo repicados de trés em trés dias, sempre nid&ia cultura com 5 x 10
parasitos/mL. Cada cultura foi repicada somenta &®passagem. A quantificacdo dos
parasitos foi realizada em hematocitémetro, apliscdo de uma pequena aliquota da
cultura em solugcdo salina tamponada com fosfatoS{RBosphate buffer salife
formaldeido 2%. Para minimizar variagcbes entre exmntos, oS parasitos eram
expandidos em cultura e varios tubos eram congeglqdwa realizacdo de experimentos
usando um mesmo estoque de parasitos. A criopeggervdos parasitos foi realizada

em meio Grace completo contendo 10% de dimetilsidéd(Sigma).

3.2. Camundongos

Foram usados camundongos isogénicos das linhagah8/8& C57BL/6 e
C57BL/6 geneticamente deficientes em IFRE57BL/6 IFNy KO, gentilmente doados
pela Profa. Dra. Leda Quercia Vieira, Departamesi¢oBioquimica e Imunologia,
UFMG), machos com idade entre 8 e 12 semanas,cidotee mantidos no Biotério do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publical§P) da Universidade Federal de
Goias.

Durante os experimentos, os camundongos foram desngm uma sala com
ventilacdo, condi¢cbes de umidade, temperaturag reliliz adequadas, segundo normas
adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experiment#g@imal (Cobea), sendo 5 animais o

namero maximo de animais por gaiola.



3.3. Caracterizacdo da espécie dos parasitos

3.3.1. Extracdo do DNA gendmico

As formas promastigotas foram obtidas do culiivavitro (1 x 1 parasitos),
lavados trés vezes com 10 mL de PBS (centrifugacdo800 g, 15 min, 10°C) e
ressuspendidos em 150 de TELT (Tris 50 mM, pH 8,0; EDTA 62,5 mM, pH 9,0
LiClI 2,5 M; Triton X-100 4%), para o rompimento dasembranas celulares. Em
seguida, 5QiL de proteinase K (5Qg/mL) foram acrescidos, seguido de incubacao a
37°C (banho-maria), cerca de 18 h, para ocorreigestiio das proteinas. Apds este
periodo, a separacdo do DNA foi feita com o acnéscide 150 uL de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1, Gib&RL, Grand Island, NY, EUA), por
meio de centrifugacdo a 15.000 g por 5 min, a teatpe ambiente (T.a. ~ 25°C). A
fase aquosa formada, contendo o DNA, foi coletaddadosamente e acrescida de
etanol absoluto (2 v/v) (Merck, Rio de Janeiro, Bihsil) e incubada por 60 min a -
20°C, para a precipitacdo do DNA. Apods a incubagdamostras foram centrifugadas
(15.000 g, 10 min, T.a.), seguida por duas lavagensedimento com 1 mL de etanol
70%, (15.000 g, 5 min, T.a). O sedimento, apos @edo do etanol, foi acrescido de
50 uL de TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0), contdm RNAse (USBY,
Cleveland, OH, EUA) e incubado por 1 h a 37°C (loamiaria), antes de ser estocado a
—20°C.

3.3.2. Identificagcdo da espécie

Inicialmente foi feita a identificacdo do subgéngvor meio de uma reacao de
sequenciamento de uma regido génica conservadaN#o ribossomal, ap6s a sua
amplificacédo pela PCR usando como par de iniciad§¢&,,, de acordo com Uliana et
al. 1994.

A identificacdo da espécie foi realizada pelo ensdd PCR, por meio da
amplificacdo do gene da glicose-6-fosfato desidiage (G6PD; EC 1.1.1.49),
conforme Castilho et al. (2003). A amplificacdo DINA gendmico extraido foi feita
usando 5QuM dos iniciadores que amplificam o gene da G6P2&$§po paral. (V.)
braziliensis (ISVB, 5 TACTCGCCAT GTCGGAGG 3 e ISVC, %
ATCACAATGATG GTCAACGCA 3’), 50 uM de dNTPs, 0,4 U de Taq DNA



polimerase, tamp&o composto com Tris-HCI 10 mM, 6] KCI 50 mM; MgC} 1,5
mM e 2ulL da amostra de DNA, nas seguintes condi¢des: tlesigao inicial a 94°C
por 4 min, seguida de 40 ciclos de desnaturacdf@ por 1 min, anelamento a 44°C
por 1 min e extensdo a 72Wor 30 seqg, sendo a extensao final a 72°C por 4 @in
produto de amplificacdo com 234 pb foi visualizao gel de agarose 1,5% (Gibco,
EUA).

3.4. Avaliacéo do crescimenton vitro dos parasitos

Os parasitos, cultivados em meio Grace completo, ptanas de 24 pogos
(Costar), a temperatura de 26°C, foram quantifisagdiariamente durante 9 dias, por
meio de contagem em hematocitometro, como refeadma. As culturas foram
iniciadas com 5 x IOparasitos/mL, em triplicatas. A quantidade de passfoi

expressa em numero de parasitos/mL.

3.5. Avaliacdo do desenvolvimento da lesdo apés @ufo dos isolados
IMG3 e RPL5 em camundongos C57BL/6, BALB/c e em caimmdongos
deficientes em IFN (C57BL/6 IFNy KO)

Os parasitos, em fase estacionaria de crescimentdro (5° dia de cultivo),
foram lavados trés vezes com PBS (1.800 g, 10 &iC) e quantificados em
hematocitdmetro. Foram inoculados 5 ¥ #i@ formas promastigotas (em 0,05 mL de
PBS), subcutaneamente, no coxim plantar da pagdadiraseira dos camundongos. Esta
quantidade de parasitos foi utilizada em todos apemmentosin vivo. O
desenvolvimento da lesdo foi avaliado semanalmedtgante 12 semanas, por
mensuracao da espessura do coxim das patas coonde usn paquimetro (Starfer, 150
x 0,02 mm), sendo considerado o tamanho da lesésuttado da subtragcdo da medida
da pata infectada daquela da pata contralateralinfGotada, o qual € expresso em
milimetros (mm). Por questdes éticas, animais eptaado lesdes ulceradas ou com

tamanho superior a 5 mm foram sacrificados.



3.6. Estimativa da carga parasitaria nos camundongo C57BL/6,
BALB/c e C57BL/6 IFN-y KO infectados com IMG3 ou RPL5: ensaio

da diluicao limitante

O numero de parasitos nos linfonodos drenanteses@|e nos bagos foi
estimado pelo Ensaio da Diluigdo Limitante (EDL}¥ kacos e os linfonodos drenantes
das lesbes dos camundongos infectados, sacrificeaddd (C57BL/6 IFM KO) ou 122
semana deinfeccdo (C57Bl/6 e BALB/c), foram macerados como ude um
homogeneizador de tecidos, em 5 mL de meio Gracpleto. A suspenséo de células
obtida foi submetida a oito diluicbes em série, egamdo com uma diluicdo de 1.5, e
em seguida, foram distribuidas em placas de 96spdedundo chato (Costar), para um
volume final de 20QuL, sendo 12 pocos para cada diluicdo. As placasrfaeladas e
incubadas por 15 dias, a 26°C, sendo examinadasnsotpscopia de luz em
microscopio invertido. Os resultados foram expressmmo o logaritmico negativo do
titulo de parasitos (Ultima diluicdo em que os giawma foram detectados).

3.7. Andlises histopatoldgicas das lesdes causapaks isolados IMG3
e RPL5

Apbs o periodo de 12 semanas de infeccdo dos camgosl C57BL/6 e BALB/c
com os isolados dé. (V.) braziliensisIMG3 e RPL5, e quatro semanas para 0S
camundongos C57BL/6 IRNKO, as patas infectadas e nao infectadas foraetatis,
fixadas (solucdo de Bouin, acido picrico 75%, a@dético 5% e formaldeido 10% para
descalcificacdo) e embebidas na parafina. Os c@tesn), feitos a partir do material
parafinizado, foram entdo preparados e corados kematoxilina e eosina (H&E).
Posteriormente, os cortes histoldgicos foram aadtis e fotografados usando um
fotomicroscopio (Zeiss modelo Axiostar plus) eqdipacom uma camera digital Sony
modelo S-85. Nas fotografias foram adicionadasaasb indicativas das medidas pm.

Foram avaliados os processos patoldgicos gerai&)(RBPguintes: patologia da
célula, do intersticio, do sistema circulatorioflamacéo e alteragbes do crescimento
celular. A intensidade dos PPG foi quantificadandsaos termos ausente (0), discreto (1 a
25%), moderado (26 a 50%) e acentuado (acima de),506fhforme o grau de

acometimento do corte de tecido avaliado.



3.8. Avaliacdo da inducédo de NO pelos isolados IMG8 RPL5 em

células RAW 264.7 e sua modulacéo pelos leucotrienenddgenos

As linhagens de células murinas, RAW 264.7 (magd$) foram cultivadas em
garrafas de 75 c¢m(Costar) em meio D-MEM (Gibco), suplementado coepés 10
mM, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 mg/l5% de SFB (Gibco), 11 mM de
bicarbonato de sodio e 2 mM de L-glutamina. As legldoram mantidas a 37°C, em
atmosfera Umida contendo 5% &®endo repicadas de duas a trés vezes por sefimana.
células foram distribuidas na concentracéo de 6*2a0pL em placas de fundo chato
de 96 pocos (Costar), incubadas por cerca de 2énkée, cultivadas por adicionais 48 h
na auséncia ou na presenca de diferentes quardidadermas promastigotas (em fase
estacionaria do crescimento) dos isolados IMG3 o0RLERR correspondendo
aproximadamente a 1:1, 5:1 e 10:1 parasitos:célamsulturas foram também tratadas
com IFNy recombinante murino (50 U/mL, Sigma) e/ou LPS X@mL (E. coli
0111:B4, Sigma). Para avaliar o efeito dos leueots na indugcdo de NO pelos
isolados, as células foram tratadas com MKO0591éM1(inibidor de FLAP, Merck-
Frost, gentiimente doado pelo Dr. Carlos Henriquere&ani, Departamento de
Imunologia, USP) ou CP-105,696 aul (antagonista de receptor B, TPfizer Groton
CT, gentilmente doado pelo Dr. Carlos Henrique &erg USP), 30 min antes da adicéo
dos estimulos (parasitos e/ou WINPS). As concentracfes dos compostos utilizadsas no
ensaios estdo de acordo com aquelas usadas antarier(Serezani et al. 2006; Talvani
et al. 2002) e ndo foram toxicas para os parasitoslulas, como avaliado pelo ensaio
do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-diphenyl ttazolium bromide), baseado em
Ribeiro-Dias et al. (2000).

A concentracao de nitritos, produtos estaveis ddag&o do NO em meio aquoso,
presente nos sobrenadantes das culturas, foi detetanpor uma reacéo padréo utilizando
reagente de Griess. Brevemente, 80dos sobrenadantes das culturas foram incubados
com 50 pyL de reagente de Griess (sulfanilamida 1%/dihidn@tb de N-1-
naftilenodiamina 0,1%/acido fosforico 2,5%) por @fin, a temperatura ambiente. A
absorbancia foi detectada por um leitor de micigdaMultskam, Thermo Labsistems,
Shanghai, China), usando filtros de 550 e 620 nm.céncentracdes de nitritos foram



determinadas a partir de uma curva padrao deonilit sédio, iniciando em M. Os
resultados foram expressos em concentraddiale NG, de valores obtidos de dosagens

em duplicatas.

3.9 Avaliacao da infeccdo de macréfagos de camundms C57BI/6 com
o isolado IMGS: inducéo de NO e modulacéao da ativetle microbicida

dos macrofagos pelos leucotrienos enddgenos.

O protocolo seguido foi de acordo com Serezanalef(2006),com algumas
modificagdes. Tioglicolato (3%) foi injetado na made peritoneal de camundongos
C57BI/6 e apGs quatro dias foi realizada uma lavede cavidade peritoneal, com 5 mL
de PBS gelado, para obtencdo das células. Aosdaviadam acrescentados 10 mL de
PBS e estes foram centrifugados (600°@,, 40 min) e as células foram ressuspendidas
em meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado como o mM&i&M descrito acima. Apds
quantificacéo das células, estas foram distribu{@las10) sobre laminulas de vidro em
pocos de placas de fundo chato de 24 pocos (Cobtmiplmente era depositada uma
gota de 20QuL sobre as laminulas e ap6s 30 min (T.a.), pamifiea sedimentacdo e
aderéncia das células as laminulas, o meio er@gaddo para completar 5Q.. As
células eram incubadas na auséncia ou na preserEa\(50 U/mL) por quatro horas
e entdo, acrescidas ou ndo dos compostos MKO59uM, 1CP-105,696 a UM ou
aminoguanidina 1 mM por 30 min antes da adicaopdwasitos. Como 0s compostos
foram dissolvidos em DMSO, este veiculo foi adieidm aos controles (0,1%). Em
seguida, os parasitos IMG3 foram adicionados aslatlperitoneais na relacdo 5:1
(parasitos:célula). Aos pocos tratados comylfdMam adicionados 100 ng/mL de LPS.
As placas foram incubadas a°855% CQ em atmosfera umidificada por quatro horas.
Apés este periodo, os pocos foram lavados com Rjg8calo para retirar células nao
aderentes e parasitos livres. Laminulas foram d¢athheste momento, para analise do
indice de infeccdo apés 4 h. Aos pocos restanta®io e todos os tratamentos foram
repostos e as placas foram incubadas novamentaasr20 h (3%, 5% CQ). Apds a
incubacdo, os sobrenadantes foram colhidos paféagd@ da produgcédo de NO, por
meio de dosagem de nitritos, como descrito acinglatinulas foram fixadas com
metanol e coradas pelo kit Instant-Prov (Pinhai, Brasil), conforme recomendacdes
do fabricante. Apés, as laminulas foram fixadas d¢emellan (Merck, Brasil) sobre

laminas para microscopia e avaliadas sob microaadgiluz. O indice de infecgéo foi



obtido pela quantificacdo de 500 células, sendotiplivhda a porcentagem de
macrofagos infectados pelo nimero médio de pasagibo macrofago infectado. Os

experimentos foram feitos em triplicatas.

3.10. Tratamento dos camundongos C57Bl/6 com inimd de

leucotrienos: avaliacéo da evolucéo da lesao causagelo isolado IMG3

Para inibir a atividade da enzima 5-li® vivo, grupos de cinco camundongos
C57BI/6 foram tratados com A-64077 (zileuton) ad/lKg aplicado via intra peritoneal
(i.p.), 1 h antes da infeccéo e diariamente durdndeas. O zileuton foi dissolvido em
dimetilsulféxido (Sigma), sendo este solvente aplacnos animais controles na mesma
concentracdo usada na preparacdo do zileuton (D%esenvolvimento da leséo foi

acompanhado como ja descrito acima.

3.11. Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média + EPMgath@o da meédia), sendo
entdo os dados comparados pelos testggident, teste pareado de Wilcoxon (para
tratados com os compostos inibidores de leucotsi@sméao tratados) ou Two-Way
ANOVA/Bonferroni (para varios grupos); ou apresdota como mediana (minimo e
maximo) e os resultados analisados pelo teste e Méhitney, conforme indicado nas
legendas das figuras. O nivel de significancieettabelecido em p < 0,05 e as analises
foram feitas utilizando o GraphPad Prism 4.0 (GRagzhSoftware Inc. San Diego, CA,
USA).



4. RESULTADOS

4.1. Caracteristicas dos pacientes com LTA dos quaforam obtidos os

parasitos

Para avaliar o comportamento imunobiologico Lde(V.) braziliensisforam
selecionados dois isolados, os quais foram obtiégsacientes diagnosticados com LTA.
A Tabela 1 apresenta os dados clinicos e epidegiol® dos dois pacientes, mostrando
gue ambos apresentavam a forma cutanea localizadaAl com duas lesfes ulceradas,
porém com aspectos clinicos diferentes: no paciBfte a lesdo era do tipo Ulcero-
crostosa, além disto, este paciente apresentdaadite (presenca de cordao linfatico). Os
locais provaveis de infec¢cdo também diferiram emdrdois pacientes, sendo um na regiao
Centro-Oeste (Goias) e outro na regidao Norte (P&mdpos os pacientes responderam
positivamente ao tratamento com antimonial penégnea) cicatrizando as lesdes. Exames
laboratoriais auxiliaram o diagnéstico clinico-epidoldégico e mostraram auséncia de
anticorpos e forte resposta imune celular (intnadereacdo positiva), no momento do
diagnéstico. Em ambas as bidpsias foram detectBtasas amastigotas nos exames
histopatoldgicos, porém, nestes exames nao foctel® a presenca de granuloma no
paciente IMG, enquanto um granuloma foi detectaal@mostra do paciente RPL (Tab.
2).

4.2. Confirmacdo da espécie dos isoladds (V.) brazliensis IMG3 e
RPL5

A identificacdo do subgénero dos parasitos foiizada usando a técnica da
PCR, amplificando regides conservadas do DNA ribosd, seguida de sequenciamento,
sendo os resultados apresentados na Figura 1Aso@slos IMG3 e RPL5 apresentaram
sequéncias compativeis com o subgénédemnia Para a identificacdo da espécie foi
realizada umaemi-nestedPCR, utilizando iniciadores especificos para aldicggao de
genes que codificam uma isoforma da enzima G6PIusxa para a espécie (V.)
braziliensis.Foi amplificado o gene da G6PD nos dois isoladaticando que IMG3 e
RPL5 sad.. (V.) braziliensigFig. 1B).



Tabela 1. Dados clinicos e epidemioldgicos dos paties

Pacientes IMG RPL
Género Feminino Masculino
Idade 43 46
Profissa Do Lar Garimpeiro
Forma Clinic Cutanea localizada Cutanea localizada
Numero de lesor 2 2
Tipo de lesé Ulcerada Ulcero-crostosa
Tempo de lesi 45 dias 3 meses
Adenomegalia satéli N&o Sim, presenca de cordéo

linfatico (linfangite)

Provavel infecgé Goias Para
Tratament Antimonial Pentavalente Antimonial Pentavalente
Resultad Cura clinica Cura clinica

®Dados clinicos e epidemiologicos de dois pacierfttss e RPL) com Leishmaniose
Tegumentar Americana, atendidos no Hospital de Baeiiropicais Anuar Auad, Goiania —
Goias (paciente IMG no ano 2003 e paciente RPL2E05).

Tabela 2. Dados laboratoriais dos pacientés

Reacao de .
Exame . A Intradermorreacéo Exame
Paciente direto |mqnof|uorescen0|a de Montenegro histopatoldgico
indireta (IFI)
Presenca de
IMG Positivo N&o reagente 10 mm amaﬂstlgota,
auséncia de
granuloma
Presenca de
RPL N_a 0 N&o reagente 15 mm amastigota,
realizado presenca de
granuloma

®Dados laboratoriais da primeira consulta dos dasigmtes com Leishmaniose Tegumentar
Americana atendidos no Hospital de Doencas Tropitauar Auad, Goiania — Goias (paciente IMG
no ano 2003 e paciente RPL5 em 2005).



A
Bl 2 34 56 7

L. (Leishmania) amazonensisGAATTGCCCATAGAATAGCA
L. (Leishmania) chagasi GAATTGCCCATAGGATAGCA
L. (Viannia) sp GAATTGTCCATAGGATAGCA
IMG3 GAATTGTCCATAGGATAGCA
RPL5 GAATTGTCCATAGGATAGCA

Figura 1. Isolados IMG3 e RPL5 sad.. (V.) brazliensis. Em A, seqlienciamento da regido
conservada do DNA ribossomal amplificado com ogpale iniciadores S4 e S12. Bno DNA

foi amplificado, utilizando iniciadores especificpara a isoforma da enzima G6PD Ilde(V.)
braziliensis O produto da PCR (234 pares de bases) foi visaddi em gel de agarose 1,5%, ap0s
incorporagdo de brometo de etidio. EmIMG3; 2- RPL5;3 — L. (V.) braziliensisreferéncia da
OMS (MHOM/BR/1975/M2903); 4 - L. (L) amazonensis referéncia da OMS
(IFLA/BR/1967/PH8);5 — L. (L.) chagasireferéncia da OMS (MHOM/BR/74/M26828 —
controle negativo da reacadb+ padréo de peso molecular DAind.

4.3. Perfil do crescimentan vitro dos isoladod.. (V.) brazliensis IMG3 e
RPL5

Para avaliar o perfil de crescimenio vitro, em meio Grace a 26°C, foram
realizadas culturas com inéculo inicial de 5 X férasitos/mL. Os perfis de crescimento
dos isolados IMG3 e RPL5 foram similares, porénviG8 atingiu uma densidade maior
de parasitos do que o RPL5 (4,9 +0s42,7 + 0,2 x 10parasitos/mL, respectivamente, p
< 0,05, n =7), ambos atingindo o pico de cresctman terceiro dia (Fig. 2). Baseado nas
curvas de crescimento, os parasitos foram considereem fase logaritmica de
crescimento do primeiro ao terceiro dia de culiiram fase estacionaria do quarto ao
oitavo dia de cultivo. A partir do oitavo dia, \@si parasitos mortos eram vistos nas
culturas. De acordo com estes experimentos, fanidefa utilizacdo dos parasitos em fase

estacionaria do crescimento no quinto dia de aujtiara os experimentos subsequentes.
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Figura 2. Curva de crescimentan vitro do isoladosL. (V.) brazliensis IMG3 e RPL5. Os
parasitos § IMG3 e e RPL5) foram cultivados na concentracao iniciabde1Q parasitos/mL
em meio Grace, a temperatura de 26°C. A quantiicaps parasitos foi realizada diariamente
durante 9 dias de cultura, usando hematocitométada ponto representa a média + EPM de 7
experimentos independentes, realizados em tripkcap < 0,05 (IMG3vs RPL5), Two-Way
ANOVA/Bonferroni.

4.4. Caracteristicas da infeccdo com os isoladbs(V.) brazliensis IMG3
e RPL5 em camundongos C57BL/6, BALB/c e C57BL/6 IFNKO

As linhagens de camundongos C57BL/6 e BALB/c forastolhidas para
comparar a eficiéncia da infeccéo vivo pelos isolados IMG3 e RPL5, bem como o
estudo da evolugcédo clinica da lesdo. Os camundo@&I8L/6 infectados com os
isolados IMG3 ou RPL5 desenvolveram inchagco naaspgt na segunda semana e o
tamanho maximo da lesdo foi obtido na terceira sem&p0s o0 indculo dos parasitos
(IMG3: 1,05 £ 0,14 mm; RPL5: 1,7 £ 0,2 mm). A les@grediu progressivamente a
partir da quarta semana. Até a 122 semana de &uea regressao da lesédo foi
praticamente completa nos camundongos infectadosI®ts3 ou RPL5, sendo que a
medida da leséo permaneceu com 0,21mm (Fig. 3A).

Assim como nos camundongos C57BI/6, os camundoBgdsB/c infectados
com o isolado RPL5 apresentaram uma lesdo com tammaaximo na terceira semana de

infeccdo (1,7 £ 0,12 mm, Fig. 3B). O isolado IM@8rém, nestes camundongos, induziu



0 pico da lesdo somente na quinta semana de iofgdgd + 0,19 mm, Fig. 3B).
Contrariamente ao que ocorreu nos camundongos & &3l lesdes causadas pelos dois
isolados, nos camundongos BALB/c, ndo regrediranadt2? semana de infec¢do, sendo
mantida uma lesdo de ~1 mm (Fig. 3B). As lesbesatas pelos dois isolados nos
camundongos BALB/c foram significantemente maiodes que as causadas nos
camundongos C57BL/6, a partir da quarta semana @asalado IMG3 e da quinta
semana para o isolado RPL5 (Fig. 3A e 3B).

A cepa referéncid. (V.) braziliensigVi2903 induziu a formagao de uma pequena
leséo, tanto em camundongos C57BI/6 (58 semana: 0,85mm, Fig. 3A), quanto nos
BALB/c (5% semana: 0,2 = 0,01 mm, Fig. 3B), que négrediu totalmente até a 122
semana de infec¢cdo, em ambas as linhagens de cangmsd As lesGes causadas pelos
isolados IMG3 ou RPL5 foram significantemente mesodo que aquelas causadas pela
cepa M2903 nas duas linhagens de camundongos uS&id3l/6 e BALB/c (Fig. 3A e
3B).

A evolucéo da infeccdo com os isolados IMG3 ol3RRmbém foi analisada em
camundongos C57BL/6 deficientes em Y-NKs lesdes progrediram rapidamente nestes
animais, havendo necessidade de sacrifica-los entguarta e a sexta semanas de
infeccdo, devido a ulceracao (isolado IMG3) ou &tlvcrescimento da lesdo (RPL5). Na
guarta semana pos-inoculo dos parasitos os tamalalsdesdes eram de 2,78 + 0,35 mm
para IMG3 e 5,13 + 0,13 mm para RPL5 (Fig. 4A).tB&eira para a quarta semana de
infeccdo, a pata contralateral dos camundongostades com IMG3 apresentou leve
inchaco, dificultando a mensuragéo do tamanho sholéFig. 4A). Nas Figuras 4B e 4C
sdo apresentadas as imagens das lesdes nas matasmlmdongos C57BL/6 IFNKO

infectados por RPL5 (sem ulceracdo) e IMG3 (coreralgdo), respectivamente.
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Figura 3. Evolucdo da lesdo em camundongos C57BL& BALB/c infectados com os
isoladosL. (V.) braziliensis IMG3 ou RPL5. Os camundongos C57BL/&) ou BALB/c B)
foram inoculados com 5 x i@arasitos § IMG3, e RPL e ¥ M2903) em fase estacionaria de
crescimento, na pata direita traseira. O cursonfec¢édo foi avaliado semanalmente por
mensuragao da espessura das patas. A medida dpatadafectada foi subtraida da medida da
pata contralateral ndo infectada e o resultadgéesgo como o tamanho da lesdo em milimetros
(mm). Cada ponto representa a média + EPM (n #p63. 0,05 (isolados's M2903), Two-Way

ANOVA/Bonferroni.
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Figura 4. Evolucdo da lesdo em camundongos C57BUMBNy KO infectados com os isolados

L. (V.) braziliensis IMG3 ou RPL5. Os camundongos foram inoculados com 5 % gdrasitos

em fase estacionéria de crescimeniolNIG3 e e RPL), na pata direita traseira. O curso da
infeccdo foi avaliado semanalmente por mensuragdesgessura das patas. A medida de cada
pata infectada foi subtraida da medida da pataalatéral ndo infectada e o resultado é expresso
como tamanho da lesdo em milimetros (mm). Cadapeptesenta a média + EPM (n = 6). *p <
0,05 (IMG3 vs RPL5), Two-Way ANOVA/Bonferroni. EmA, evolugcdo da lesdo nos
camundongos C57BL/6 INFKO, emB e C, fotos das patas infectadas com os isolados RBL5 o
IMG3, respectivamente, na quarta semana de infecgéo



Para quantificar os parasitos apo6s 12 semanasfelezd@o e analisar se havia
disseminacédo dos parasitos a partir do sitio deulnpa carga parasitaria foi estimada
nos linfonodos drenantes da lesédo e nos bacosadasdongos C57BL/6 e BALB/c. Em
acordo com os resultados da Figura 3B, os linfosalenantes das lesdes causadas pelos
isolados IMG3 ou RPL5 em camundongos BALB/c apries&m parasitos (Fig. 5A). A
carga parasitaria de IMG3 (-2,7 log de parasitos)eivemente superior a de RPL5 (-1,0
log de parasitos) nestes camundongos. Apesar danégeacura clinica (Fig. 3A) dos
camundongos C57BI/6, ainda foram detectados pasasids linfonodos drenantes das
lesdes em alguns camundongos (2/6 para IMG3 eat&RPL5, Fig. 5A). A quantidade
de parasitos IMG3 nos linfonodos de camundongosBAlfoi significantemente maior
do que aquela detectada nos camundongos C57B¥®(@5; Fig. 5A), enquanto para o
isolado RPL5 a diferenca entre o numero de pamsitas duas linhagens de
camundongos ndo atingiu significancia estatistira= (0,09). Em nenhum dos bacos
avaliados de camundongos BALB/c ou C57BIl/6 forartectados quaisquer parasitos
apos as 12 semanas de infeccdo. Camundongos C5@&fi¢entes em IFiNmostraram
elevada carga parasitéria nos linfonodos drenawtegiarta semana de infecgéo (IMG3: -
4,19 e RPL5: -4,54 log de parasitos, Fig. 5B) e Glidtes camundongos apresentaram
disseminacéao dos parasitos do sitio da lesdo gamam(Fig. 5C).

Para analisar os aspectos microscopicos das |legiiesirés meses de infec¢cdo dos
camundongos C57Bl/6 e BALB/c com os isolados IMGRREL5, as patas foram
submetidas a analises histopatoldgicas. Como perdebservado na Figura 6, o sitio de
infeccdo dos camundongos BALB/c apresentava umepsacinflamatério crénico, com
acentuado infiltrado mononuclear (Fig. 6A) e comcratagos contendo varias formas
amastigotas dos parasitos IMG3 (Fig. 6B). Os camngos C57BI/6 apresentavam um
processo de cicatrizacdo com deposito de colageemme (Fig. 6C) e ndo foi observada
a presenca de parasitos em aumento de 1.000x t&Esukimilares foram obtidos com o
isolado RPL5 (dados ndo mostrados).

Na auséncia de IFNo isolado IMG3 causou lesdo ulcerativa com foegao
inflamatoria, sendo observada uma necrose fibrendgid local (Fig. 7A), havendo a
presenca de numerosos macrofagos densamente dlofe¢kg. 7B), apds quatro semanas
de infeccdo. Nesta semana de infeccdo houve umagoahma pata contralateral, que nao
havia sofrido qualquer intervencdo. Sob andliseas@pica, foi observada a presenca de
um infiltrado contendo tanto células polimorfonacks quanto mononucleares (Fig. 7C),

podendo ser visualizado margeamento leucocitari® vesos sanguineos (Fig. 7D).



Porém, ndo foi observada a presenca de parasitbs diestas células em aumento de
1.000x. As patas de camundongos infectados cowladis RPL5 apresentaram um denso
infiltrado inflamatdrio composto de macréfagos (Hg), que ia da regido plantar a regiao
dorsal da pata. Os macrofagos vacuolizados comtiriidmeros parasitos (Fig. 7F).

4.5. Avaliacao da participacao dos leucotrienos endenos na infeccéo de
camundongos C57BL/6 por isolados de (V.) brazliensis

Inicialmente, a capacidade dos isoladlogV.) braziliensisde induzir NO foi
avaliada em culturas de macrofagos murinos RAW 7264.inducdo de NO foi muito
variavel entre os experimentos, sendo demonstrnadawmento significante apenas com o
isolado RPL5 na relacdo 10:1 parasitos:célulaf¥®vs12,7 + 4,2UM NO;, n =4, p <
0,05, Fig. 8A). O IFN sozinho induziu uma leve producdo de NO nos magod, a qual
foi significantemente aumentada por ambos os issldMG3 (12,2 + 6,4/s 37,1 + 9,8
UM NO;, n =4, p < 0,05, Fig. 8B) ou RPL5 (12,2 + §¥43,3 £ 11,1uM NO,, n =4, p
< 0,05, Fig. 8B). A adicdo de LPS as culturas tiasacom IFN também aumentou
significantemente a producao de NO (12,2 + 6,4.(FR) vs 47,2 + 6,3uM NO, (Fig.
8C), n = 4, p < 0,05), porém a adicdo dos parasifus alterou significantemente esta
producao (Fig. 8C).

Em seguida, foi analisada a modulagéo da produedeQl pelos leucotrienos. A
infecc@o porL. major é capaz de induzir producéo de leucotrienos (Mikeinal. 1996) e
estes mediadores aumentam a producdo de NO em faggoinfectados cont.
amazonesnsiéSerezani et al. 2006). Foram realizadas co-@dtde macrofagos RAW
264.7 com IMG3 na propor¢cdo de 5:1 (parasitos:as)ulNesta relacdo escolhida, a
guantidade de parasitos foi suficiente para indbairos niveis de NO nas co-culturas,
induziu NO quando IFidfoi adicionado simultaneamente e n&o alterou adyg@&o de
NO induzida por IFNLPS. As co-culturas foram tratadas com inibidorsiigese de
leucotrienos (MK0591) ou com o antagonista do rexepe LTB, (CP-105,696).
Conforme visto na Figura 9, 0s nossos resultadagraram que na presenca do inibidor
ou do antagonista, houve uma pequena reducao veis de producdo de NO apenas nas

culturas tratadas com IFN/LPS, tanto na ausén@atqua presenca de parasitos.
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Figura 5. Avaliacdo da carga parasitaria nos bacos linfonodos drenantes da lesdo de
camundongos C57BL/6, BALB/c ou C57BL/6 IFN KO infectados com os isolados dk.
(V.) brazlienss IMG3 ou RPL5. Camundongos C57BL/6, BALB/c ou C57BL/6 IRNKO
foram infectados na pata direita com os isolado§3Vbu RPL5 (5 x 10Dparasitos). Os
linfonodos drenantes da les@o € B) e os bacosd) foram macerados e cultivados por 15 dias,
em vérias diluicdes. Os camundongos C57BL/6 e BALBfam sacrificados na 122 segunda
semana de infeccdo, enquanto os C57BL/64H\D, na quarta seman&ao apresentados os
valores individuais e as medianas (n = 6). *p S{MG3 BALB/c vs IMG3 C57BI/6), Mann
Whitney.



Figura 6. Fotomicrografias dos cortes histopatolégos das patas dos camundongos BALB/c

e C57BIl/6 infectados comL. (V.) brazliensis IMG3 ap0s 12 semanas de infeccads
camundongos foram infectados com 5 & érasitos/pata e apds 12 semanas foram sacrificado
para preparacdo de cortes histolégicos coradosH@®. Em A é mostrado um acentuado
infiltrado mononuclear atingindo toda a derme, awbmede 100 x. EmB, macrofagos
vacuolizados repletos de parasitos (setas), aumdetdl000 x. EmA e B, lesdo em
camundongos BALB/c. Em C, aspectos de cicatrizatgidesdo em camundongos C57BI/6,
mostrando moderado depoésito de colageno na detmeerdo de 400 x. As barras horizontais

representam as medidas pm.



Figura 7. Fotomicrografias dos cortes histopatolégbs das lesbes causadas pelos

isolados IMG3 e RPL5 em camundongos C57BI/6 IRNKO. Os camundongos foram
infectados com 5 x f(parasitos/pata e ap6s quatro semanas foram sadaf para preparacéo de
cortes histolégicos corados por H&E. Bmleséo causada pelo isolado IMG3, mostrando ues ar
de necrose fibrindide (indicada pela seta) e umtaeado infiltrado inflamatério em toda a derme,
aumento 50 x. EmB, macrofagos vacuolizados densamente parasitadess@tas, amastigotas de
IMG3), aumento 1000 x. Eng€, infiltrado inflamatério na derme da pata conatetal ndo
inoculada (camundongos infectados com IMG3), aumetg 100 x. EmD, em detalhe o
margeamento leucocitario (seta), camundongos adestcom IMG3, aumento de 400 x. Emn
infeccdo pelo isolado RPL5, mostrando a dermenetale infiltrada (aumento de 100 x) e Em
0s macrofagos vacuolizados acentuadamente pasitgad setas indicam as amastigotas),
aumento de 1000 x. As barras horizontais represeasamedidas epm.
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Figura 8. Inducdo de NO pelos isoladok. (V.) braziliensis IMG3 ou RPL5 em macrofagos
murinos RAW 264.7.Células RAW 264.7 (5 x #2200 pL) foram incubadas na auséncis) (

ou presenca de 50 U/mL de WKB), ou ainda na presenca de %0 U/mL) e LPS (100
ng/mL) (C), com diferentes relagdes parasitos:célula, poh485C. As concentragdes de
nitritos foram determinadas nos sobrenadantesulasas, usando reativo de Griess. Os dados
representam as médias £ EPM (n = 4 experimentodugticatas). *p < 0,054: meio (0)vs
10:1;B: IFNy (O) vsIFN + 10:1), testé de Student.



Como os resultados anteriores mostraram similagglaths caracteristicas dos
isolados IMG3 e RPL5, os experimentos descritasgais foram realizados somente com
0 isolado IMG3. Uma das dificuldades em avaliaratvidade microbicida dos
macréfagos usando células RAW 264.7 € o fato deetpse se multiplicam durante o
periodo de incubacdo, portanto, para avaliar adatie microbicida foram utilizados
macrofagos peritoneais murinos. A Figura 10A apriasam experimento representativo
de trés realizados, mostrando que o isolado IM@#Bo néo induz a producao de NO.
Na presenca de IRNe LPS, houve inducdo de NO (1,8 + 08,4 + 0,4uM NOy). A
inibicdo de 5-LO ou antagonismo do BlLparecem néo afetar a producdo de NO (Fig.
10A). A inibicado do NO pela aminoguanidina (FigDA)} aumentou a atividade
microbicida dos macrofagos na auséncia ou na pyaseée IFN/LPS (Fig. 10B). Os
dados preliminares indicam que na auséncia dg/LI?$ os inibidores de leucotrienos
ndo modulam a atividade microbicida dos macrofages podem fazé-lo na presenca
destes estimulos (Fig. 10B).

Para avaliar um possivel papel dos leucotrienoevaucdo da infeccdo de
camundongos C57BL/6 com o isolado IMG3, estes cdongos foram tratados com
zileuton, um inibidor de sintese de leucotrienagadte a primeira semana de infeccao.
Como pode ser observado na Figura 11, ndo houweredffa estatisticamente
significativa entre as lesdes na quarta e quintaasas de infeccdo nos camundongos
tratados com zileuton em relacdo ao grupo contralado com PBS. Em ambos os

grupos houve regresséo da lesao a partir da cqgemana de infeccéo.
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Figura 9. Leucotrienos endégenos ndo modulam a praddo de NO induzida pelo isolado

L. (V.) brazliensis IMG3 em macréfagos murinos RAW 264.7 Células RAW 264.7 (5 x
107200 L) foram incubadas na auséncha é B) ou na presencaC(e D) de parasitos (relacéo
parasitos:células 5:1) por 48 h. As culturas foteatadas (+) ou nao (-) com IFKB0 U/mL),

LPS (100 ng/mL), MK0591 (1 uM) ou CP-105,696 (1 M3 concentragdes de nitritos foram
determinadas nos sobrenadantes das culturas, ussito de Griess. Os dados representam as
médias + EPM (n = 4 experimentos em duplicatas).
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Figura 10. Avaliacdo da atividade microbicida de meréfagos peritoneais de camundongos
C57BI/6 infectados comL. (V.) braziliensis IMG3. Os macrofagos peritoneais foram coletados
quatro dia ap6s injecéo de tioglicolato, foram e (3 x 16/500 uL) em laminulas de vidro e
infectados com os parasitos IMG3 (5:1) na aus&iiao) ou presenca de IRNLPS, por 4 h. As
culturas foram tratadas com o veiculo ou com ospostos CP-105,696 e MK0591 (ambos a 1
HUM), e aminoguanidina 1 mM. Apds 24 h de cultivosobrenadantes foram colhidos e os nitritos
determinados por reacdo de GrieA$. (As laminulas foram coradas para anélise micysage
obtencéo do indice de infeccdo dos macrofaBos@0 células avaliadas). E@) fotomicrografia

de macrofagos peritoneais infectados com paradit@S8 corados com Instant Prov, aumento de
1000 x. Os dados representam as meédias + EPMpliedtas de um experimento representativo.
Acima, uma foto mostrando a infec¢cdo dos macrofagtsisolado IMG3.
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Figura 11. Inibicdo da sintese de leucotriends vivo ndo altera a evolucao da lesao
em camundongos C57BL/6 infectados pdc. (V.) braziliensis IMG3. Camundongos
C57BL/6 foram tratados com zileuton (1 mg/kg) omdeBS por via i.p. uma hora antes
e durante a primeira semana apds o inculo dosifmrdsIG3 na pata direita (5 x 10
parasitos). A evolucdo da lesdo foi avaliada atralet mensuracédo da pata infectada
subtraindo-se a medida da pata contralateral rnfaotata, sendo o resultado expresso
como tamanho da lesdo em milimetros (mm). n = Sucdongos.



5. DISCUSSAQO

Neste estudo, dois isolados lde(V.) braziliensispbtidos a partir de bidpsia de
dois pacientes diagnosticados com LTA na forma LfGtam estudados. Estes isolados
foram selecionados dd.eishbanKPTSP/UFG para um estudo comparativo, por
apresentarem algumas caracteristicas distintasarasteristicas clinico-epidemiologicas
da doenca nos pacientes foram compativeis com amjueéscritas anteriormente
(Nascimento 1986; Nunes et al. 1995; Romero €2(f)1; Silveira et al. 2004). A lesao
causada pelo isolado RPL5 era do tipo Ulcero-csastoo paciente apresentava linfangite
(cordao linfatico) e formacdo de granuloma epii@édna leséo, caracteristicas estas
diferentes daquelas apresentadas pela infecca@adzayselo isolado IMG3, as quais
poderiam ser devido a diferencas na virulénciapirasitos. Entretanto, o tempo mais
prolongado da lesé&o no paciente RPL (trés meseglieloo paciente IMG (45 dias) pode
ter contribuido para o desenvolvimento da reac@amujomatosa detectada no exame
histopatoldgico, como ja descrito anteriormenteb@faet al. 2003). Uma possibilidade
para diferencas nas caracteristicas intrinsecapatasitos € a procedéncia dos mesmos,
pois 0 IMG3 é de um caso autdctone de Goiés, etquaRPL5 € do extremo Norte do
Brasil, proximo a Guiana Francesa, regides ecaoginte distintas. Estes parasitos sao,
de acordo com a classificacdo do Ministério da 8g@@07), oriundos do circuito 20
(Goias/Distrito Federal, o IMG3) e do circuito Patd/Amapa, o RPL5) de producéo de
LTA, nos quais os parasitos sdo adaptados a diésreeservatérios silvestres e diferentes
insetos vetores.

A identificacdo da espécie dos isolados foi fegando técnicas moleculares,
gue mostraram que eles sdo da espéc{¥.) braziliensis Trabalhos prévios atestam a
eficiéncia das técnicas moleculares na identificati@igénero e da espécie dos parasitos
(Uliana et al. 1994; Uliana et al. 2000; Castiltiale 2003). Técnicas moleculares tém
sido importantes para a caracterizacdo mais prdasaspécies deeishmaniaem areas
endémicas, permitindo a caracterizacdo epidemicdoga leishmaniose no local e uma
associagao entre espécie e caracteristicas climiaage pode auxiliar no tratamento os
pacientes (Lopez et al. 1993; Romero et al. 200detér-Winter & Shaw 2004). A
espécid.. (V.) braziliensi® a espécie prevalente no Brasil, incluindo assade origem
dos dois isolados aqui estudados, embora no edtaBara, a espédie (V.) guyanensis
também seja de elevada importancia (Grimaldi at.€t991; Dorta et al. 2003; Carvalho
et al. 2006; Ministério da Saude, 2007).



O acompanhamento diario do crescimento dos pasasitovitro mostrou
similaridade no curso temporal do crescimento ais idolados, embora o isolado IMG3
mostrasse uma densidade de parasitos significantemmior do que aquela apresentada
pelo isolado RPL5. O perfil de crescimento do idoléMG3, obtido nas condi¢des do
presente estudo, foi similar aquele descrito am@ente por Gosh (2005), alcancando
fase estacionaria de crescimento por volta do&®tdicultivo. A fase estacionaria no 5°
dia de cultura também foi relatada por Souza-Netd. €2004), usando a cepalde(V.)
braziliensis M2903. O perfil de crescimentin vitro de Leishmania é variavel
dependendo de vérios fatores, incluindo o tempaddgtacdo dos parasitos ao meio de
cultura, o tipo de meio de cultura e sua suplengéotao isolado ou cepa, de tal forma
que a fase estacionaria do crescimento dos pagsitde demorar mais ou ser mais
rapida para se estabelecer em algumas condictPalfC& Rodriguez 1988; Lemestre et
al. 1988; Celeste & Guimarées, 1988; Rey et al0L990 presente trabalho, no periodo
da fase estacionaria, numerosos parasitos livresaglomerados tipicos da fase log do
crescimento, eram observados, contendo o corpo epagu e longo flagelo,
movimentando-se rapidamente (dados ndo mostraesas mudancas coincidem com
aquelas descritas durante o processo de metaaielegédescrito por Almeida et al.
(1993) pard.. (V.) braziliensisem que o processo de adaptacdo dos parasitosiaaen
cultura é acompanhado por mudancas bioquimicas doldgicas, que 0s tornam
potencialmente mais infectantes. Por isso, os pasasno 5° dia de cultivo foram
utilizados para a realizagcdo dos nossos experimento

A eficiéncia da infeccao pelos isolados IMG3 ou BRLa evolucao clinica da
leséo foi avaliada em camundongos isogénicos CH&/BLBALB/c. Essas linhagens de
camundongos tém sido intensamente utilizadas pefrairdo curso da infecdo causada
por diferentes espécies Heishmania sgNeal & Hale 1983; Barral-Netto et al. 1987;
Samuelson et al. 1991; DeKrey et al. 1998; Magdllal. 2004). No presente trabalho, na
linhagem C57BL/6, o pico da lesdo (~ 1 mm) ocomalB? semana de infeccdo e houve
uma aparente resolucao da lesdo entre a 112 erhdta de infeccéo, isto para ambos os
isolados. Na linhagem BALB/c, os isolados induzidasbes progressivas até a 32 ou 52
semana, que permaneceram sem resolucédo durargendfas, similarmente com os dois
isolados. O tamanho das lesGes obtidas com ossotasios nas duas linhagens estudadas
foi similar ao previamente relatado por DeKrey let(H998) e Samuelson et al. (1991),
usando BALB/c &.. (V.) braziliensid. TB-111 ou WR604, respectivamente, e por Souza-
Neto et al. (2004), usando C57BI/6.&V.) braziliensidvi2903.



Alguns estudos realizados com camundongos BALRIidezentes isolados de
L. (V.) braziliensigém demonstrado lesGes pequenas (~ 0,2 mm) epyegeatam cura
clinica (Indiani de Oliveira et al. 2004; Teixeiea al. 2005; Rocha et al. 2007). Para
aumentar a lesdo e prolongar a infeccdo, o indédob parasitos tem sido realizado
juntamente com a saliva do inseto vetor (Samuetdoml. 1991; Lima & Titus 1996;
Bezerra & Teixeira 2001). No presente trabalhtgaroanho da lesdo causada pela cepa
M2903 também foi pequeno e comparavel ao dos trabatitados acima (~ 0,2 mm),
mostrando uma diferenca significante em relacddaatanho da lesdo causada pelos
isolados IMG3 e RPL5.

A maioria dos estudos mostra que ha resolucdo fisccéo porL. (V.)
braziliensis tanto no camundongo C57BIl/6 quanto no BALB/c (DmKet al. 1998;
Samuelson et al. 1991; Indiani de Oliveira et 802 Souza-Neto et al. 2004), porém,
suscetibilidade do BALB/c, com progressiva lesé&ong e visceralizagao, foi observada
por Childs et al. (1984). No presente trabalho,sapela lesdo ndo ser resolvida no
camundongo BALB/c infectado com os isolados IMG3 RRL5, ndo foi observada
visceralizacdo apdés 12 semanas de infeccdo. Tanmmsmcamundongos C57BI/6
infectados com os isolados IMG3 ou RPL5 n&o aptasmm disseminagao dos parasitos
do sitio de infeccdo para os bacos.

Além de variagcbes no padrdo de infeccdo em camgodportambém em
hamsters tém sido descritas variacdes com diferesutados dé. (V.) braziliensisDois
isolados de pacientes com leishmaniose da regidB8atta na Argentina, mostraram
comportamento distintos: um induziu les@o sevgrarsistente, enquanto o outro isolado
causou metastase cutanea e disseminacéao sisténeisao sendo a lesdo auto-limitante
(Sinagra et al. 1997). Coletivamente, estes dadostram que caracteristicas dos
parasitos influenciam a evolugéo da infeccdo, eamd que os isolados aqui estudados,
IMG3 e RPL5 infectam eficientemente os camundor@®aBl/6 e BALB/c, podendo ser
usados para estudo da infeccéo pofV.) braziliensiso que tem sido dificil devido a
baixa capacidade de infeccdo murina por esta esp@cimodelo com o camundongo
C57BI/6 pode ser um bom modelo de estudo da resiat& infeccdo pelos isolados
IMG3 e RPL5, e como neste caso ha a cura clingcea 8m bom modelo para estudos de
re-agudizacdes. Por outro lado, o camundongo BALB#ectado por estes isolados,
seria um bom modelo para o estudo da suscetibdidadstrando possiveis mecanismos
alvos a serem modulados para obtenc¢do da curezclini

Os isolados IMG3 e RPL5 causaram lesdes que foragolvidas no



camundongo C57BI/6 e persistentes no camundong@BBAIEsse perfil de resisténcia e
suscetibilidade € similar ao classico obtido pdedgdo conmlL. major nestas linhagens
murinas (Heinzel et al. 1989), porém o camundongdLHic ndo morre por
visceralizacdo pelo menos até 12 semanas de iofecgl os isolados IMG3 e RPL5. O
perfil de resisténcia pode estar associado aoadstaimento de resposta imune do tipo
Thl com forte resposta imune celular, sendo oylNRportante no mecanismo de
controle da infeccdo, conforme descrito em tralmlth® infeccdo corh. major (Scott
1991, Scharton & Scott 1993; von Stebut & Udey,D00e fato, no presente trabalho, a
auséncia de IFW nos camundongos C57BI/6 causou lesdes que se vdbssam
rapidamente, havendo necessidade de sacrificarimsia infectados por IMG3, os quais
apresentaram ulceracédo, e os infectados por RRUL®,atjingiram medidas da leséo
superiores a 5 mm entre quatro e seis semanas fdecdn. Neste periodo, 0s
camundongos infectados com o isolado IMG3 apressntarescimento da pata contra-
lateral n&o infectada, indicando disseminacéao dasgia a partir do sitio de in6culo. A
disseminacgdo pode ocorrer por via hematogénicanttita. Os cortes histologicos das
patas nao infectadas que apresentaram inchaco anawstrvasos com margeamento
leucocitario e um intenso infiltrado inflamatoérima em células polimorfonucleares e
mononucleares, ndo sendo visualizados parasitogeror destas células. Corroborando
a sugestdo de disseminacéo por estes resultaélosdabk parasitos estarem presentes nos
linfonodos drenantes da lesédo, eles estavam tamlesantes nos bacos de cerca de 50%
dos camundongos C57BI/6 IFNKO infectados com os isolados IMG3 ou RPL5. Estes
resultados foram similares para os dois isoladestrando que o IFNé importante para
a contencdo dos parasitos no sitio da lesdo. Nossodtados estdo de acordo com
aqueles de Souza-Neto et al. (2004) e sao simidare®btidos por Dekrey et al. (1998),
qgque mostraram que o tratamento de camundongos RALBéctados porl. (V.)
braziliensiscom anticorpos neutralizantes de {#-Exacerba a lesdo e impede a resolucao
da infeccdo. Vale ressaltar que quando o isolad®R# obtido do paciente, por indculo
do macerado de bidpsia em camundongos deficiemtel$Ny, foi observada extensa
disseminacdo do parasito, atingindo varios orgaasciglos, tais como baco, figado,
testiculos e cauda, sob analise macroscopica esuodpica (dados ndo mostrados).

As analises histopatoldgicas das patas infectamtasos isolados IMG3 e RPL5
mostraram tipico infiltrado inflamatério com num&pss macrofagos vacuolizados e
repletos de parasitos nos animais deficientes @& Ibem como nos camundongos

BALB/c infectados por 12 semanas. O isolado IMG8uimiu uma ulceracdo na lesao,



sendo mostrado um quadro de necrose fibrindideonal.l Os aspectos histologicos
observados estdo de acordo com aqueles obtidosatiees realizadas previamente em
camundongos BALB/c infectados com (V.) braziliensisMHOM/BR/01/BA788 (de
Moura et al. 2005).

A resolucdo da infeccdo nos animais C57BI/6, nosgre estudo, esta
associada a producdo de NN pode ser dependente da producdo de NO, como
previamente demonstrado por Rocha et al. 2007.ale & co-cultura de macréfagos
murinos RAW264.7 com formas promastigotas dos @sdMG3 induziu a producéo de
NO pelos macrofagos, especialmente na presenceNje Na infeccdo de macréfagos
peritoneais de camundongos C57BI/6 com o isolad&3Mouve producdo de NO
quando as culturas foram tratadas comyiENLPS e, nestes macrofagos, o tratamento
com aminoguanidina, um inibidor de iINOS (Misko et1l&93), aumentou a infecgéo pelo
isolado IMG3, sugerindo a participacdo do NO namba da infeccdo. Mesmo nao tendo
sido detectado NO nos sobrenadantes das culturasadefagos peritoneais infectados
sem tratamento com IFNa aminoguanidina aumentou a infec¢éo, sugeringongesmo
quantidade pequenas, indetectaveis pela reacaoridesGpodem contribuir para a
eliminacdo dos parasitos. Estes resultados comobars resultados de Rocha et al.
(2007), que utilizando camundongos geneticamerfieielge em INOS, mostraram um
crescimento descontrolado da lesdo, indicando och@o uma importante molécula
microbicida agindo para controlar a infeccao lpaofV.) braziliensis

Neste trabalho, a co-cultura de macréfagos muriRé8V 264.7 com o0s
isolados IMG3 e RPL5 mostrou que estes isolados atsam a producdo de NO
induzida por IFN e LPS. O IFN é uma citocina que age sinergisticamente com posedu
microbianos para a producdo de NO (Ding et al. 1988envolvimento de TLR na
infeccdo porL. majortem sido sugerido por experimentos em camundodgbsientes
em TLR4 e em molécula importantes para a sinalza@ TLR, tais como o MyD88
(myeloid differentiation factor §8 mostrando uma debilitacdo no controle da infecga
polarizacdo Th2 nestes animais (de Veer et al. ;20Baille et al. 2003; Debus et al.
2003; Kropf et al. 2004a; Kropf et al. 2004b). i@t al. (2004a e b) mostraram que o
TLR4 contribui para a ativagéo da via iINOS e prédude NO quando ocorre a infecgéo
por L. major. Assim, em nossos experimentos, tanto o LPS quasitsoladod.. (V.)
braziliensispodem estar utilizando o TLR4 para inducdo de N® macrofagos, nao
havendo alteracdo na producdo de NO quando ositparado adicionados as culturas

tratadas com IFiNe LPS por ja haver uma producdo maxima de NO oaseotracdes



destes estimuladores usados. Ensaios com difereategntracdes e combinacdes dos
estimulos, bem como o uso de anticorpos neutradigade TLR4, devem ser realizados
para definir as interacdes entre os agonistas 1.0 IFN neste modelo.

A importancia do NO para conter a infeccdo peishmaniatem sido
demonstrada em camundongos C57BI/6 infectados lcomajor (Stenger et al. 1996;
Bogdan et al. 2000) ou corm. (V.) braziliensis(Rocha et al. 2007). No entanto,
recentemente, Giudice et al. (2007) mostraram am todos os isolados de (V.)
braziliensis sdo suscetiveis ao NO. Diferencas na inducdo deirN@tro tem sido
relatada para diferentes espécied eishmaniasendo que enquanto majorinduz NO,

e como demonstrado aqui, também(V.) braziliensis enquantoL. (L.) amazonensis
inibe NO induzido por LPS (Balestieri et al. 200Rprtanto, diferencas na inducéo e
suscetibilidade ao NO depende da espécie e d@alaodentro de uma mesma espécie,
sendo que o0 nosso isolado IMG3, além de induzir MOstrou-se suscetivel a acéo
microbicida desta molécula.

Durante a resposta imune inata, a ativacdo dasaséera a producdo de
mediadores lipidicos da inflamacao, tais como asd&ienos, que além de serem muito
importantes para varias etapas da inflamacéo,ctai®o o0 aumento da permeabilidade
vascular, o aumento da expressao de moléculasedé@e o recrutamento de leucdécitos
para o foco inflamatério, podem ter importante Amgros mecanismos microbicidas
(Crooks & Stockley 1998; Peters-Golden et al. 200#) & Luster 2007; Flamand et al.
2007). Os resultados do presente trabalho mostremog leucotrienos enddgenos nao
modulam a producgdo de NO nas células RAW 264.7,wen@ue um inibidor de 5-LO e
um bloqueador de LTBn&o alteraram significantemente a producdo de E€des
resultados foram similares para as células ativadas IFNy, IFNy/LPS na auséncia ou
presenca dos parasitos. Houve uma leve reducaproducdo de NO quando os
macroéfagos infectados ou ndo foram ativados comy/LFRE e tratados tanto com o
inibidor quanto com o antagonista de leucotriertestes dados foram similares aos
obtidos com os macréfagos peritoneais dos camundo@p7BI/6 infectados com o
isolado IMG3. Os dados sugerem que os leucotrippdem modular a via de produgéo
de NO induzida pelo receptor para o LPS (TLR4).

Hulkower et al. (1996) mostraram que células RAW.2Gtivadas com IFN-

e LPS nao liberam LTBe a inibicdo da 5-LO néao altera a producdo de mN{Dzida por
um ionoéforo de célcio nestas células. Ainda, eatdsres mostraram que o tratamento

destas células com LTRxdgeno nado altera a producdo de NO. No presstidenao



foi mensurado a liberacdo de LfBos sobrenadantes das co-culturas de células RAW
264.7 e os isolados IMG3 e RPL5, ou avaliado aefd LTB, exdgeno na inducéo de
NO nestas células ou nos macrofagos peritoneaigd@®@s com macréfagos primarios,
porém, mostram que os leucotrienos enddgenos mudalaproducdo de NO em
macrofagos peritoneais de ratos (Imai et al. 1898 camundongos (Ryoyama et al.
1993). Assim como também, Serezani et al. (200&tra@m que a adicdo de L Bos
macrofagos murinos infectados cam(L.) amazonensiaumenta a producdo de NO e a
atividade microbicida dos macrofagos. Estes autdembém demonstraram que
macréfagos de camundongos resistentes a infecg@duzem maior quantidade de
leucotrienos do que os suscetiveis. Estes resslteniatraditorios podem ser devido ao
uso de inibidores menos seletivos em alguns estidogipo de células, linhagem celular
versuscélulas primérias, além dos estimulos para indwg@dNO. Além de ter sido
demonstrada a indugao de leucotrienoslpdt.) amazonensiéSerezani et al. 2006), a
inducéo de leucotrienos pbr donovaniem macrofagos também ja foi descrita (Reiner &
Malemud 1985), no entanto, até 0 momento ndo sesab (V.) braziliensis€ capaz de
induzir producéo de leucotrienos nos macrofagos.

No presente trabalho, a inibicAo da producdo deoteenosin vivo foi
realizada com o farmaco Zileuton, usando um esqudendratamento previamente
descrito por Serezani et al. (2006). Estes autdeesonstraram que 0s leucotrienos sao
importantes na fase inicial da infecgcao poKL.) amazonensj$ois sem os leucotrienos
as lesbes aumentaram de tamanho e, além distmdagdio de NO por macrofagos
peritoneais murinos foi diminuida, causando dingéai da atividade microbicida dos
macrofagos. Contrariamente, 0s nossos resultadadrano que o tratamento com
zileuton néo alterou o curso da infecgéo nos cawngus, sugerindo que os leucotrineos
nao estdo envolvidos nos mecanismos microbicidsesndadeados pébr (V.) braziliensis
in vivo.

As células da imunidade inata desempenham impertapel no controle inicial
das infeccbes e também influenciam o perfil dapastss imunes adaptativas. Os
mediadores lipidicos da inflamacgéo, além de padreim efetivamente na montagem da
resposta inflamatoria, sdo potentes ativadoregsut®citos e podem ser necessarios para
a melhor eficacia destas células na eliminacédo ideorganismos patogénicos. Apesar
dos resultados do presente trabalho indicarem gueuzotrienos enddégenos nao estao
envolvidos na eliminagdo dos parasitos, sugering® Lq (V.) braziliensisndo induz

producao de leucotrienos nos camundongos C57Bi#@, ativacdo dos macrofagos por



leucotrienos exogenos, usados farmacologicamerde, pode ser completamente
descartada. Leucotrienos, agindo de maneira pagagoodem ativar os macréfagos e
contribuir para a eliminacdo dos parasitos. Estené hipétese que tem ainda que ser

investigada.



6. CONCLUSOES

6.1. Conclusao geral

Os isoladosL. V. braziliensisIMG3 e RPL5 apresentaram comportamentos
similaresin vitro e in vivo em camundongos, induzindo uma lesdo persisterdge no
camundongos BALB/c e resolucéo da lesao nos camgeddC57BL/6. Os leucotrienos

enddgenos ndo parecem desempenhar um papel intpartaresisténcia a infeccao.

6.2. Conclusdes especificas

- Os pacientes dos quais os parasitos foram iselapgi@sentavam LCL, sendo que o RPL
diferiu do paciente IMG por apresentar lesdo uloeostosa com formacdo de

granuloma.

- O crescimento dos isolados vitro nao difere, an vivo, ambos os isolados induzem
lesbes que evoluem para a cura clinica em camundo@$7BI/6, enquanto nos

camundongos BALBc, a lesdo persiste até a décigumda semana de infecgao.

- O IFNy é essencial para o controle da infeccdo causattapealo isolado IMG3 quanto
pelo RPL5.

- Os isolados IMG3 e RPL5 induziram producéo depdDceélulas RAW 264.7 somente
quando estas foram estimuladas comileNa producdo de NO né&o foi alterada pelos

leucotrienos endogenos. A atividade microbicida mhacrofagos peritoneais de
camundongos C57BI/6 infectados com IMG3 é depeerdimiNO.

- A inibigdo da produgéo dos leucotrienasvivo ndo alterou o curso da infeccdo pelo
isolado IMG3 nos camundongos C57BL/6.
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