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Nés estudamos a infecgdo por Leishmania (L.) amazonensis na pata de
camundongos C57BL/6 geneticamente desprovidos de CD28 (CD28 KO),
IL-12 (IL-12 KO) ou IFN-y (IFN-y KO) em comparagao com camundongos C57BL/6
(controle tipo selvagem).

Os animais CD28 KO apresentaram maior resisténcia e os animais IL-12 KO
ou IFN-y KO apresentaram maior suscetibilidade a infecgdo em comparagdo aos
controles. Os camundongos CD28 KO consistentemente apresentaram lesdes
menores e menor numero de parasitos na pata ou linfonodos drenantes popliteos
(LNDP) do que os camundongos controles, para indculos de 10° ou 10° formas
promastigotas de fase estacionaria de cultura. Maior resisténcia, com lesbes
menores e menor carga de parasitos na pata de animais CD28 KO foram
observadas também quando 10° formas promastigotas metaciclicas purificadas
foram usadas para infecgao dos animais.

Nos grupos de camundongos IL-12 KO e IFN-y KO, a inoculagao de diferentes
doses de promastigotas de fase estacionaria resultou em lesdes mais graves e
cargas parasitarias significativamente maiores nas patas e nos LNDP em
comparagao aos camundongos C57BL/6 WT. Quanto a produgado de citocinas, nos
observamos que a producgdo de IL-12 e de IFN-y foi similar nos sobrenadantes de
culturas obtidas de camundongos CD28 KO e camundongos WT. Nao detectamos
em nenhum momento IL-4. Embora, em baixas concentragdes, IL-10 foi
consistentemente detectada nos sobrenadantes de cultura de células dos LNDP das
diferentes linhagens de camundongos, com diferentes indculos, na fase cronica da

infeccao por L. (L.) amazonensis.
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Nés concluimos que a inexisténcia de co-estimulagéo via moléculas de CD28

determinou maior resisténcia frente a infecgao por L. (L.) amazonensis.
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ABSTRACT
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We studied the outcome and the immune response to Leishmania
amazonensis infection in C57BL/6 mice genetically deprived of CD28 (CD28 KO), IL-

12 (IL-12 KO) or IFN-y (IFN-y KO).

CD28 KO mice were more resistant while IL-12 KO and IFN-y KO mice were
more susceptible to infection in comparison to wild type (WT) mice. Smaller lesions
and reduced parasite numbers in the paw and in the popliteal draining lymph nodes
were observed in CD28 KO mice infected with 10° or 10° stationary-phase
promastigotes in comparison to WT controls. Infection of the former with 10° purified
metacyclic forms also resulted in smaller lesions and reduced parasite load in the

paw as compared to similarly infected WT mice.

In contrast, IL-12 KO e IFN-y KO mice developed more intense footpad
swelling and heavier parasite loads in the paw and popliteal draining lymph nodes.
Cytokines were quantified in cultures of draining LN cells: IL-4 could not be detected
in any circumstance; IL-12 and IFN-y levels were similar between CD28 KO and WT
mice; IL-10 levels were low, however, constantly detected at the chronic infected

mice.

We conclude that the lack of costimulation of the immune response via CD28
molecules determined increased resistance to L. (L.) amazonensis infection in

C57BL/6 resistant mice.
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1.1 Leishmaniose: histérico

Os registros mais antigos encontrados sobre uma doenga que provocava
lesbes cuténeas, conhecida como “doenca dos narizes” e que hoje sabemos se
tratar da leishmaniose, sdo datados do primeiro século depois de Cristo. De fato,
doentes com lesdes da cartilagem nasal foram retratados pelos ceramistas pré-
colombianos do Peru e do Equador. Mais tarde relatos de cronistas espanhdis, entre
eles Pedro Pizarro em 1533, escreveram sobre o “mal do nariz” que dizimou os
povos situados nos vales quentes do Peru. Em outros paises ja se conhecia a
enfermidade, mas como n&o havia ainda sido descoberto o agente etiologico da
doenga, em cada regido ocorria denominagao diferente, como botdo d’Aleppo (na
Siria) conhecido desde o século XVIII, botdo de Biskra (Biskra, Ird) relatado em 1844
e o Kala-azar (calazar), descrito principalmente na india (Altamirano-Enciso,
Marzochi et al., 2003).

A primeira descricdo do parasita da Leishmaniose foi feita por Cunningham,
na india, em 1885 que isolou e descreveu as formas amastigotas de pacientes
(Pessoa, 1958; Albuquerque, 1995).

Entretanto somente em 1898 o pesquisador russo Peter Fokitsch Borovsky,
conseguiu demonstrar que o agente causador do botdo d’Aleppo ou botdo do
Oriente era um protozoario, publicando a primeira descricdo clara sobre o parasita. A
sua publicagdo somente foi conhecida mundialmente apds a Segunda Guerra
Mundial. Devido a este fato, a descoberta do parasita € creditada a James Homer
Wright, que obteve amostras retiradas das ulceras de uma crianga arménia, e deu,
em 1903, o nome ao parasito de Welcozoma tropicum. Mais tarde o parasito foi
classificado como sendo do género Leishmania, conhecido atualmente como

Leishmania tropica. Ainda em 1903, William Leishman e Charles Donovan,



21

independentemente, descreveram o parasito; Leishman reconheceu a semelhanca
do parasito com o agente etiolégico da tripanossomiase e identificou-o como
responsavel etiolégico do Calazar, enquanto Donovan descreveu o parasita como
sendo um esporozoario. Foi entdo que o médico inglés Ronald Ross (descobridor da
etiologia da Malaria e de seu mecanismo de infecgdo), demonstrou que os
organismos ndo eram esporozoarios e estabeleceu um novo género, Leishmania,
agente causal das leishmanioses prestando homenagem a Leishman, ja que a
identificacado do parasito como protozoario decorreu de seus estudos.

No Brasil, em 1885, houve um foco endémico de leishmaniose, quando
Moreira e Cerqueira diagnosticaram lesdes cutaneas idénticas ao botdo do oriente.
Em 1909, Carini e Paranhos, no sul do Brasil e Adolfo Lindenberg no estado de Sao
Paulo, descreveram os primeiros casos de leishmaniose cutanea (LC) nas Américas.
No ano de 1911, Gaspar de Oliveira Viana, trabalhando no Instituto Oswaldo Cruz,
fez a correlagdo das lesbes com a presenga do protozoario do género Leishmania,
dando-lhe o nome de Leishmania braziliensis.

Até o ano de 1921, suspeitava-se que os insetos Phlebotomus eram os
vetores da doenca; em 1922, durante uma endemia que ocorreu no estado do Rio
de Janeiro, Henrique Aragdo comprovou que realmente eram esses 0s insetos
responsaveis pela transmissédo da Leishmaniose tegumentar americana (LTA).

A incidéncia das varias formas de leishmaniose atingiu niveis tdo elevados
que a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 1993, considerou-a como a
segunda doenga em importancia para a saude publica, entre as doengas causadas

por protozoarios. (Organizagao Mundial da Saude, 1998).
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1.2 Leishmaniose: o parasita e modo de transmissao

A leishmaniose é causada por um protozoario do sub-filo Kinetoplasta, classe
Trypanosomatidea, familia Trypanosomatidae , género Leishmania. O género
Leishmania é composto por mais de vinte espécies que sado epidemiologicamente
diversas e complexas.

Todas as espécies de Leishmania exibem um ciclo de vida heteroxénico
semelhante. No inseto vetor e em meio de cultura liquido axénico os parasitos
encontram-se na forma promastigota com um flagelo anterior. J4 no hospedeiro
vertebrado, os parasitos sdo encontrados no interior de vacuolos (fagossomos) de
macrofagos e mondcitos de varios orgaos, apresentando-se como formas ovais, com
um flagelo muito curto, sem motilidade, sendo chamadas de formas amastigotas. A
multiplicagdo dessas formas ocorre por divisdo binaria simples (Bryceson, 1996).

A transmissao dos parasitos para os vertebrados ocorre por meio da picada
de insetos de diferentes espécies dos géneros Phlebotomus (no velho mundo) e
Lutzomyia (nas Américas).

O inseto tem como caracteristica viver em locais proximo ao solo, com pouca
luz, umidos. Sua alimentacdo é baseada em carboidratos que sdo retirados da
vegetacao; a fémea para completar seu ciclo gonotréfico necessita de sangue e € ao
picar um mamifero que pode infectar-se ou infectar outro hospedeiro com o parasito
(Killick-Kendrick e Molyneux, 1981).

No momento do repasto sanguineo em um animal ou homem infectado o
inseto se infecta. A epiderme e capilares dérmicos do hospedeiro sdo rompidos na
picada e o inseto suga juntamente com o sangue as células parasitadas. No

intestino médio do flebotomineo, estas células se rompem liberando as formas
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amastigotas que se diferenciam em formas promastigotas prociclicas que nao sao
infectantes. Nesse ambiente, os parasitos se dividem rapidamente, sofrem o
processo de diferenciagcdo conhecido como metaciclogénese e se transformam em
formas promastigotas metaciclicas infectantes. Durante a metaciclogénese, as
leishmanias sofrem alteracdes estruturais e bioquimicas na sua superficie celular,
tais como aumento da protease de superficie gp63 e alteragdo na estrutura do LPG
(lipofosfoglicano) que perde a adesividade a parede intestinal do inseto; ocorrem
também alteragdes de motilidade e tamanho. Os parasitos migram entédo do intestino
anterior para o esbéfago e para a probdscida do inseto, ficam suspensos na saliva e
estdo prontos para serem inoculados no hospedeiro vertebrado (Killick-Kendrick,
Molyneux et al., 1974; Sacks, Hieny et al., 1985; Da Silva e Sacks, 1987; Mauel,
1996). Estima-se que na natureza, 10 a 1000 formas promastigotas metaciclicas séo
suficientes para desencadear uma lesao (Warburg e Schlein, 1986).

As espécies de Leishmania foram divididas em trés grupos segundo o seu
desenvolvimento no inseto vetor:
Hipopiloro — no ileo e nas areas retais do vetor (Afonso, Scharton et al., 1994)
Peripiloro — no ileo anterior e no estémago e na faringe do vetor;
Suprapiloro — no estémago e na faringe do vetor.

As espécies que infectam os seres humanos estdo principalmente
classificadas no grupo do suprapiloro e poucas no grupo peripiloro. Baseados nesta
divisdo, Lainson e Shaw, em 1987, classificaram as leishmanias em dois sub-

géneros: Leishmania (suprapiloro) e Viannia (peripiloro) (Lainson, 1987).
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1.3 Leishmaniose: doenga

Cerca de 12 milhdes de pessoas sao afetadas com a doenca em 88 paises de
todos os continentes, com exceg¢ao da Australia. Trezentos e cinquenta milhdes de
pessoas estdo expostas ao risco da infeccdo, com uma incidéncia anual de 2
milhdes de casos novos (OMS, 1998), sendo a sua notificagdo compulséria em
apenas 30 paises.

As leishmanioses apresentam extensa variedade de manifestagdes clinicas,
que vao desde formas menos graves, como uma unica lesdo cutanea de cura
espontanea (leishmaniose cutanea localizada), até formas mais graves, como lesdes
destrutivas da mucosa ou formas viscerais (leishmaniose visceral), que podem ser
resistentes a terapéutica convencional, podendo levar a morte (Dickerhoff, Muller et
al., 1990; Desjeux, 1996).

A classificagao utilizada na atualidade segue o modelo taxonédmico proposto
por Lainson & Shaw (Lainson, 1987), que dividem as leishmanias nos subgéneros
Viannia (V.) e Leishmania (L.). Especialistas distinguem cerca de 18 espécies de
Leishmania em fungéo do tipo de lesdo que causam e de algumas caracteristicas
imunoldgicas e moleculares.

Apesar de serem todas inoculadas na pele, espécies distintas de Leishmania
tém preferéncias por 6rgaos diferentes e causam lesdes de tamanho e evolugéao
variados, com ou sem metastases e que podem inclusive resolver-se
espontaneamente. Entretanto, as infecgdes podem nado induzir imunidade
permanente, sendo esta frequentemente apenas temporaria e as vezes inexistente.

Esse conjunto de fatores, aliados a variada capacidade de resposta imune e tecidual



25

dos pacientes sdo responsaveis pelas diversas formas clinicas das leishmanioses
(Ashford, Desjeux et al., 1992).

Nas lesdes mais simples como as do "botdo do oriente", causado no velho
mundo pela L. (L.) tropica, a ulceragao cutadnea € pequena, cura espontaneamente e
confere imunidade permanente. Outras duas formas de lesbes cutdneas mais
agressivas e mutilantes sao causadas pela L. (L.) major no Oriente Médio e L. (L.)
aethiopica na Etidpia (Evans, 1993).

No novo mundo, ja foram descritos varios tipos de ulceragbes cutaneas
causadas por leishmanias que recebiam designagdes regionais: uta, espundia, pian
bois, ulcera de Bauru. As formas tegumentares no Brasil sdo determinadas por seis
espécies: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lansoni, L. (V.) naiffi, L. (V.)
shawi, L. (L.) amazonensis; a forma cutdneo-mucosa, pela L. (V.) braziliensis e
eventualmente pela L. (V.) guyanensis.

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é caracterizada pelo surgimento
de lesbes na pele (geralmente Uulceras profundas) unicas ou multiplas,
principalmente nas areas expostas do corpo. A leishmaniose mucocutanea atinge
areas como nariz, labios, bochechas, palato mole e faringe e em alguns casos a
traquéia. A consequUéncia mais alarmante desse tipo de leishmaniose é o
desfiguramento do individuo (Marzochi e Marzochi, 1994).

Existe ainda, na Amazbnia, uma forma rara e extremamente grave de
leishmaniose denominada leishmaniose anérgica difusa (LAD). A LAD caracteriza-se
pela disseminagao generalizada do parasito pela pele, evoluindo para a formagéao de
nddulos e placas com carater altamente deformante associada a incapacidade de
desenvolver resposta imunoldgica eficiente contra o parasito. Esta “imunodeficiéncia

seletiva” esta aparentemente limitada a resposta dos linfocitos T do tipo Th1
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especifica para antigenos de Leishmania. Em conseqliéncia nao ocorre estimulagcao
dos macrofagos adequada para eliminar os parasitos intracelulares. Esta forma
clinica esta associada & infecgdo por L. (L.) amazonensis. E de dificil tratamento e
frequentemente letal (Gontijo e De Carvalho Mde, 2003).

Outra forma grave da infec¢ao € a forma visceral (LV), também presente no
Velho Mundo, em toda a Asia, incluindo a China e particularmente na india.
Manifesta-se por febre pouco elevada, mas, diaria e constante, marcado
emagrecimento com grande aumento do bago e figado. A LV é particularmente
grave em criangas; se nao tratada, quase sempre evolui para a morte. No Brasil, a
LV é causada pela L. (L.) chagasi e no Velho Mundo, pela L. (L.) donovani (Lainson,

Shaw et al., 1987; Dickerhoff, Muller et al., 1990).

1.4 Modelo animal: hospedeiro resistente ou suscetivel

Os modelos animais de doencgas infecciosas, embora muitas vezes nao
reproduzindo todos os aspectos da doengca humana sao importantes para a
compreensao da biologia do parasitismo, patologia e desenvolvimento de novos
farmacos. Camundongos e hamsters sdo mais comumente usados para a
caracterizagcao da doenca e da resposta imune do hospedeiro frente ao parasita.
Embora as leishmanioses viscerais e cutidneas possam assim ser estudadas,
existem limitagcdes como, por exemplo, a inexisténcia de modelo animal para se
estudar a leishmaniose pds-calazar. As diferentes espécies de Leishmania causam
doengas clinicamente distintas e a severidade da doenga causada por um

determinado parasita pode variar entre os individuos.
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A maior parte dos estudos, até hoje, se baseia na classificagdo de
hospedeiros suscetiveis e resistentes. Esta classificacdo € uma extensdo do modelo
de infecgédo por L. (L.) major em linhagens de camundongos isogénicos, entre as
quais os camundongos da linhagem C57BL/6 sdo uniformemente resistentes e os
camundongos BALB/c comparativamente muito mais suscetiveis (Howard, Hale et
al., 1980).

Os estudos dos mecanismos de resposta imune realizados em camundongos,
caracterizaram dois padroes de respostas distintas baseadas no perfil de citocinas
sintetizadas por linfécitos T: Th1 e Th2 (Th do inglés, T helper) (Mosmann,
Cherwinski et al., 1986; Mosmann e Sad, 1996; Mosmann, Cherwinski et al., 2005).

Os camundongos BALB/c sao extremamente suscetiveis a infecgao por L. (L.)
major desenvolvem uma lesdo cutdnea progressiva no sitio de inoculagdo e a
infeccao se visceraliza, levando o animal a morte. Nesta linhagem, a suscetibilidade
a infecgao por L.major esta relacionada ao desenvolvimento de resposta do tipo Th2
e de escassa resposta do tipo Th1. Por outro lado, os camundongos C57BL/6,
resistentes a infecgao, desenvolvem uma lesao que se auto-resolve com o tempo e a
resisténcia esta relacionada a uma eficiente e dominante resposta do tipo Th1
(Heinzel, Sadick et al., 1989; Scott, 1989). Desse modo, no modelo murino de
infeccdo causada por L. (L.) major, a resisténcia do hospedeiro a infeccdo esta
associada a ativacdo seletiva e diferenciacdo de linfocitos TCD4® em células
efetoras Th1, que secretam citocinas tais como interleucina 2 (IL-2), IFN-y e TNF-a..
Por outro lado, a suscetibilidade a infecgdo esta associada a ativacédo seletiva e
diferenciagdo de linfécitos TCD4" em células efetoras Th2, que secretam
principalmente citocinas como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-6 (Liew e O'donnell, 1993;

Herwaldt, 1999; Jankovic, Sher et al., 2001). Além disso, foi visto que a resisténcia a



28

L. (L.) major é dependente de producéo inicial eficaz de IL-12 por células dendriticas
e ou macrofagos e esta citocina induz a producdo de IFN-y e o meio ambiente
propicio a geragao de células Th1(Scharton-Kersten, Afonso et al., 1995).

A resisténcia e suscetibilidade de camundongos C57BL/6 e BALBI/c,
respectivamente, ndo depende somente do tipo de resposta imune vinculada aos
linfocitos TCD4™ Th1 e Th2, mas, também do fundo genético destes animais.
Estudos utilizando linhagens recombinantes de camundongos mostraram que a
resisténcia ou a suscetibilidade era ditada pelo haplotipo do animal (Roberts,
Baldwin et al., 1997). Estudos, que questionaram se outros genes poderiam estar
envolvidos na suscetibilidade e na resisténcia a infecgao por L. (L.) major mostram
que loci nos cromossomos 6, 7, 10, 11, 15, e 16 estdo associados com a resisténcia.
Portanto, os estudos evidenciaram a natureza multigénica da regulacdo do fendtipo
de resisténcia ou suscetibilidade da qual participam de maneira importante mas nao
exclusiva as citocinas (Beebe, Mauze et al., 1997).

Resumindo, o espectro de manifestacbes e severidade da doenca reflete a
interagc&do entre o genoma do hospedeiro e o do parasita, e a patologia € o resultado
da combinagao de interagbes moleculares entre os dois (Handman, Elso et al,
2005).

De uma maneira geral, o padrdo de resposta do hospedeiro mediado por
diferentes populagdes de linfécitos T parece depender de uma série de fatores que
envolvem: os diferentes antigenos do parasito, as células apresentadoras desses
antigenos e as moléculas liberadas, principalmente no inicio da infec¢do, por células
da resposta imune inata (Reiner e Locksley, 1995). Neste sentido, tem sido
demonstrado que o padrao Th1 de resposta e a consequente resposta protetora

depende, dentre outros fatores, de uma rapida produgdo de IFN-y por células NK,



29

ativadas por IL-12 e IL-2. A presenca de fatores inibitorios, tais como IL-4, IL-10 e
TGF-B previne a ativacéo destas células, levando a uma resposta do tipo Th1 menos
efetiva (Scott, 2003).

Outros pesquisadores, entretanto, trabalhando com varias linhagens
isogénicas de camundongos mostraram que IL-4 esta relacionada a progresséo da
infeccdo por L. (L.) major, mas a produgéo de IFN-y ndo é progndstico de resisténcia
(Alexander e Bryson, 2005). Recentemente, Chatelain e colaboradores mostraram
que camundongos resistentes e suscetiveis depletados de IL-4 e IFN-y desenvolvem
uma forte resposta Th1; ainda assim, o controle da infecg&o tardia nos camundongos
suscetiveis ndo ocorre, enquanto que os camundongos resistentes mantém sob
controle a infecgéo por L. (L.) major (Chatelain, Mauze et al., 1999).

No caso da infecgdo murina por L. (L.) amazonensis, Afonso e Scott, em
1993, trabalhando com camundongos C57BL/10 mostraram que estes camundongos
eram resistentes a infecgao por L. (L.) major e eram suscetiveis a infecgao por L. (L.)
amazonensis. (Afonso e Scott, 1993). Os autores mostraram também, que as células
de linfonodos de C57BL/10 infectados com L. (L.) major produziam grandes
quantidades de IFN-y, enquanto as células de linfonodos dos animais infectados com
L. (L.) amazonensis produziam pouco ou nenhum IFN-y. A citocina IL-4 s6 foi
detectada em camundongos infectados com L. (L.) amazonensis, produ¢ao esta
restrita as primeiras semanas de infecgdo. Assim, concluiram que a suscetibilidade
destes animais a L. (L.) amazonensis era, principalmente, devida a uma auséncia de
resposta do tipo Th1 do que a presenca de uma resposta do tipo Th2 (Afonso e
Scott, 1993) . Outros estudos relacionaram a suscetibilidade a infecgéo por L. (L.)

amazonensis a presenca de TGF-p (Barral-Netto, Barral et al., 1992)
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Conclui-se, portanto, que os parametros que determinam resisténcia ou
suscetibilidade na infec¢ao por L. (L.) amazonensis podem ser menos evidentes do
que os observados nas infecgdes por L. (L.) major. Ainda, o numero de estudos

existentes sobre a infecgao por L. (L.) amazonensis sdo bastante escassos.

1.5 Leishmaniose: resposta inata e imune, interagoes e produtos

Aceita-se amplamente que resisténcia de camundongos a infecgao por L.
(L.) major depende da produgao inicial de IL-12 que induz a produgao de IFN-y e a
geragdo de células T CD4" do tipo Th1, (Heinzel, Rerko et al., 1993; Heinzel,
Schoenhaut et al., 1993; Sypek, Chung et al., 1993).

A IL-12 é uma citocina heterodimérica composta por duas subunidades p35 e
p40 que se associam para formar a molécula p70 que é a forma bioldgica ativa da
IL-12; é produzida principalmente por células dendriticas, mondcitos, macrofagos e
neutréfilos. O receptor da IL-12 é constituido por duas cadeias: a cadeia 1 (IL-
12RB1) e a cadeia e B2 (IL12RB2), que ativa a via Janus quiinase de transdugao de
sinal (JAK-STAT - sinal transdutor e ativador de transcrigdo). A cadeia p40 da IL-12
€ geralmente produzida cerca de 10 a 100 vezes mais que a cadeia p70. Por esse
motivo, € mais facil detectar essa subunidade no sobrenadante das culturas das
células (Trinchieri e Gerosa, 1996; Trinchieri, 1998).

Camundongos de linhagens originalmente resistentes mas, geneticamente
deficientes em IL-12 (p40) ou (p35) n&o conseguem controlar a lesdo desencadeada
por L. (L.) major. Aqueles geneticamente deficientes de IL-12 (p40) produzem
quantidades muito menores de IFN-y,do que os camundongos com 0Os genes

intactos (tipo selvagem) (Magram, Sfarra et al., 1996; Mattner, Magram et al., 1996).
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Trabalhos mais recentes tém indicado que a IL-12 ndo é importante apenas no inicio
da infecgao por Leishmania, mas a manutengao da producdo de IL-12 em animais
infectados € decisiva para o controle da doenga (Stobie, Gurunathan et al., 2000;
Park, Hondowicz et al., 2002). Outras citocinas podem atuar sinergicamente com a
IL-12 na geracdo da resposta Th1. Dentre elas a IL-18, a IL-1, a IL-15 e a IL-2
podem ter efeitos decisivos ja que, na presencga destas citocinas, baixos niveis de IL-
12 sdo capazes de induzir uma produgdo muito maior de IFN-y que na auséncia
delas (Carson, Ross et al., 1995; Seder, 1996; Robinson, Shibuya et al., 1997).
Desse modo, na leishmaniose murina, a IL-12 é essencial ao desenvolvimento da
resposta imune para controlar a infecgdo, principalmente se associada a outras
citocinas que agem sinergicamente.

Recentemente foi descoberto que a subunidade p40 da IL-12 se associa
também a uma outra molécula, a p19, formando uma nova citocina heterodimérica
chamada IL-23 (Oppmann, Lesley et al., 2000). A IL-23 se liga ao receptor formado
pela IL-12RB1 e a por uma nova cadeia denominada receptor da IL-23 (IL-23R)
(Parham, Chirica et al., 2002). E menos eficiente que a IL-12 na inducdo da
producdo de IFN-y e na diferenciagcdo de células Th1, mas é particularmente
eficiente na indugdo da proliferacdo de células T murinas de memdria (50). Na
infeccao por L. (L.) major, a IL-23 nao é suficiente para a indugéo precoce de células
Th1, pois mesmo o camundongo geneticamente deficiente da subunidade p35
(p35-/-), portanto com IL-23 intacta, ainda se mantém suscetivel a infecgao (Mattner,
Magram et al., 1996; Park, Hondowicz et al., 2002).

A suscetibilidade a infecgdo por L. (L.) major em camundongos BALBI/c,
entretanto, é resultante da incapacidade desses animais em responder a atividade

da IL-12 com uma adequada producédo de IFN-y (Guler, Gorham et al., 1996;
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Nishikomori, Gurunathan et al., 2001). A dificuldade desses animais em gerar
linfocitos Th1 induzidos pela IL-12, ndo esta relacionada a incapacidade dos
linfécitos T virgens em responder a IL-12 mas, na inibicdo da geragao de células Th1
na presenga de antigenos do parasito (Guler, Gorham et al., 1996; Launois, Maillard
et al., 1997). Foi visto que a inibicdo da diferenciagéo dos linfécitos T em células Th1
era causada pela presenca de grande quantidade de IL-4 nos linfonodos de BALB/c
infectados nas primeiras horas apds a inoculagéo de L. (L.) major. A produgéo inicial
dessa citocina resultava da ativagdo de uma populagao de células T, cujo receptor
(TCR) era constituido pela cadeia B de porcéo variavel tipo 4 e da cadeia a de
porcao variavel do tipo 8 (células VB4 Va8 TCD4+) em resposta a uma proteina
imunodominante de Leishmania homdloga do receptor da proteina quinase-C,
denominada LACK (54). A produgédo precoce de IL-4 por linfocitos T CD4+ foi
considerada como o fator inibidor da geragdo da resposta Th1, pois reduzia a
expressdo da cadeia IL-12Rp2, tornando o linfocito T CD4+ parasito-especifico
pouco responsivo a IL-12 (Himmelrich, Parra-Lopez et al., 1998). Outros estudos
mostraram que a expresséo da cadeia IL-12RB2 nos linfocitos T CD4" n&o é o fator
determinante na diferencia¢édo dessas células para Th1 e que os linfécitos T CD4"
uma vez diferenciados em células Th2, ndo poderiam se converter em células Th1,
via sinalizagao por IL-12. Mostraram também que, a IL-12 n&o era capaz de inibir a
diferenciacéo dos linfécitos T CD4" em células Th2 induzidas pela IL-4, quando essa
ultima citocina estava presente em grande quantidade durante o periodo inicial de
estimulagcdo (priming), mesmo na presenca de IL-12 (Heath, Showe et al., 2000;
Nishikomori, Ehrhardt et al., 2000).

Nishikomori e colaboradores em 2001 (Nishikomori, Gurunathan et al., 2001)

mostraram que camundongos BALB/c expressando IL-12RB2 transgénico
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apresentavam uma forte resposta do tipo Th2 a infeccéo por L. (L.) major, idéntico
ao camundongo BALB/c selvagem. Demonstraram que o efeito da IL-4 na indugéo
da resposta Th2 nao dependia da capacidade desta citocina de inibir a expressao da
cadeia IL-12RB2. A resposta Th2 / IL-4 dominante tanto nos animais transgénicos
como nos tipo selvagem estava relacionada com a produgao continua de IL-4 e néo
com a expressao da cadeia IL-12R[32.

Varias sao as tentativas de explicar as agdes efetoras relativas de IL-4 e IL-12
que levam a estimulagdo preferencial de Th1 ou Th2. Estudos utilizando
camundongos BALB/c inoculados com L. (L.) major mostraram que a IL-4 presente
durante a ativacdo inicial das células dendriticas fazia com que essas células
produzissem IL-12 e promovessem o desenvolvimento de linfocitos Th1. Ja quando
a IL-4 estava presente mais tardiamente, durante o periodo de estimulagao (priming)
dos linfocitos T, essa citocina induzia a diferenciacdo dos linfocitos T CD4" em
células Th2 (Biedermann, Zimmermann et al., 2001). Uma vez que as respostas
imunes desenvolvem-se pela ativacdo sucessiva de células dendriticas e
posteriormente de linfocitos T, os efeitos contrastantes da IL-4 no desenvolvimento
dessas células levam a respostas imunes que podem se manifestar por fenétipos
funcionais opostos.

E consenso geral, no entanto, que a IL-12 produzida por células
apresentadoras de antigeno (APC), entre elas, mondcitos (D'andrea, Rengaraju et
al., 1992) e células dendriticas (Macatonia, Hosken et al., 1995) , possivelmente com
a colaboragdao de citocinas como IL-1a, IL-18, IL-23 e IL-27, coordena a
diferenciacéo e proliferacdo de linfocitos T CD4" Th1, responséaveis pela resposta
protetora a infec¢cdo por L. (L.) major (Sacks e Noben-Trauth, 2002; Alexander e

Bryson, 2005).
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1.6 Leishmaniose: molécula co-estimulatoria CD28

A ativagao dos linfécitos T requer dois sinais distintos: o primeiro pela ligagéao
do complexo TCR/CD3 no contexto de CD4 ou CD8 e um segundo sinal pela ligagéao
de moléculas denominadas coestimulatérias.

A molécula coestimulatéria CD28, denominada primeiramente de Tp44, € uma
glicoproteina da superfamilia das imunoglobulinas e esta presente na membrana da
maioria das células T maduras (Aruffo e Seed, 1987; Linsley e Ledbetter, 1993). A
interagdo com seus ligantes nas APCs [B7-1 (CD80) ou B7-2 (CD86)], desencadeia
uma série de sinais intracelulares que culminam na diminuicdo do limiar de ativacao
do linfécito T, além da transcricdo de genes responsaveis pela sintese de citocinas,
tais como a IL-2 e enzimas anti-apoptéticas (Bcl-xl) favorecendo a sobrevida e
expansao da populagao ativada. (Viola e Lanzavecchia, 1996; Sharpe e Freeman,
2002). Por outro lado, a auséncia de co-estimulagao resulta na anergia de células T
que é um dos mecanismos de geracao de tolerancia periférica (Green, Noel et al.,
1995; Sharpe, 1995; Macian, Im et al., 2004).

A interacdo entre CD28/B7 na regulagdo da atividade dos linfocitos T
estudada em camundongos geneticamente deficientes (knock-out—-KO) de CD28
(CD28") (Green, Noel et al., 1995), mostrou deficiéncia quanto a resposta
proliferativa induzida por ativadores policlonais como aloantigenos, concanavalina A
e anticorpos anti-CD3 (Shahinian, Pfeffer et al., 1993). Nao obstante, ha varios
relatos mostrando que os linfocitos T podem ser ativados independentemente da
interacdo entre CD28/B7 (Johnson e Jenkins, 1994; Behar, Porcelli et al., 1995;

Lenschow, Ho et al., 1995; Keane-Myers, Gause et al., 1997).
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Estudos utilizando linfécitos T murinos com TCR transgénico sugeriram que a
capacidade das células de memodria de responder ao antigeno € menos dependente
da coestimulagdo CD28/B7 que os linfocitos T virgens (Croft, Bradley et al., 1994) e
que o papel da sinalizagao mediada por B7 é prover coestimulagao para a produgao
de IL-2, em lugar de IFN-y (Schweitzer e Sharpe, 1998)

Gause e colaboradores estudaram os mecanismos de diferenciacdo de
linfocitos T em células T efetoras do tipo Th2 e o envolvimento das moléculas CD28
na diferenciacdo das células Th2 produtoras de IL-4. Eles mostraram que a
diferenciagao dos linfécitos T in vivo em células T produtoras de citocinas durante
uma resposta do tipo Th2, podia ou ndo envolver as moléculas CD28, dependendo
do antigeno utilizado (Gause, Chen et al., 1997).

O efeito do bloqueio das moléculas B7 no desenvolvimento de Th1 ou Th2
durante a infecg&o por L. major foi, inicialmente, examinado utilizando-se CTLA-4 Ig.
Esta € uma proteina de fusdo da CTLA-4 que pode se ligar tanto a B7-1 como a B7-
2 e impede a sua ligagcdo com CD28. O tratamento de camundongos resistentes
(C57BL/6) com CTLA-41g ndo alterou o desenvolvimento da infec¢ao. Por outro lado,
o tratamento de camundongos suscetiveis (BALB/c) com uma unica dose de CTLA-
4lg, no momento da infec¢do, promoveu resisténcia nestes animais. A resisténcia foi
associada ao decréscimo dos niveis de mRNA para IL-4 em linfonodos drenantes da
infeccdo. Estes resultados sugeriram que B7, presumivelmente através da interagao
com CD28, era requerida para o desenvolvimento da resposta Th2, mas nao Th1,
durante a infecgédo por L. major (Corry, Reiner et al., 1994). Brown e colaboradores
(Brown, Titus et al., 1996) mostraram que o bloqueio de B7-2, mas ndo de B7-1,
afetava o curso da infecgdo por L. major em camundongos suscetiveis (BALB/c);

ocorria redugao tanto da carga parasitaria e como da produgao de citocinas Th2 na
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quarta semana de infeccdo. Em camundongos resistentes (C57BL/6) o tratamento
com anticorpos monoclonais anti-B7-2, diminuiu a carga parasitaria mas nao alterou
a producgao de citocinas. Em 1999, Elloso e Scott (Elloso e Scott, 1999) utilizando
camundongos suscetiveis (BALB/c) normais ou deficientes em CD28, tratados ou
nao com CTLA-4lg, concluiram que a co-estimulagdo mediada por B7 é requerida
para o desenvolvimento da resposta imune inicial a infecgdo por L. major tanto em
camundongos resistentes como suscetiveis. Estes mesmos autores observaram
ainda que a co-estimulagao envolvendo B7-1 e B7-2 pode resultar na producéo de
citocinas tanto Th1 como Th2, discordando da indugao preferencial de um so tipo de
resposta. Brown e colaboradores mostraram que camundongos BALB/c e C57BI/6,
normais ou deficientes em CD28, ndo apresentavam alteragdes no curso da infeccéo
por L. major, nem diferengas significativas na produgdo de citocinas, assim
sugeriram que a interacdo CD28-B7 nao era essencial para o desenvolvimento das
respostas Th1 e Th2 (Brown, Green et al., 1996).

Compton e Farrell, em 2002, mostraram que a co-estimulagdo via CD28
combinada com variagao do numero de parasitos no indculo determinada a resposta
a infeccdo por L. major em camundongos suscetiveis BALB/c. Camundongos
BALB/c deficientes em CD28 controlaram a infecgao induzida com indculo baixo
enquanto camundongos BALB/c normais desenvolveram lesdes progressivas. A
resisténcia observada nos camundongos BALB/c deficientes em CD28 foi
relacionada com a resposta do tipo Th1; altos niveis de mRNA para IFN-y e baixos
niveis de mRNA para IL-4 e IL-10; com redug¢do da carga parasitaria nos linfonodos
drenantes da infecgdo (Compton e Farrell, 2002).

Chang e colaboradores, em 2000, utilizando camundongos deficientes em

CD28, mostraram que a interacdo CD28/B7 era requerida para a producao de IL-2
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assim como IL-12 e que estas duas citocinas juntas eram criticas na indugcéo da sub-
unidade B2 do receptor para IL-12 (IL-12R) (Chang, Segal et al., 2000). Elloso e
Scott, 2001, discutem a participacdo das moléculas CD28 na indugao preferencial da
expresséo dos receptores para IL-12 (IL-12p1 e IL-12B32). Analisando a expresséo
destes receptores em linfécitos T de camundongos CD28 KO, eles observaram que
os linfocitos T CD4" e ndo os linfécitos T CD8™ exibiam defeito na expressado do IL-
1281 o que esta associado com a diminuigdo da ligagao da IL-12, assim como a
producao de IFN-y dependente da IL-12 (Elloso e Scott, 2001).

Ndo consta na literatura nenhum estudo investigando a participagcdo de
moléculas CD28 na regulacdo das respostas imunes nas infecgdes por
L. (L.) amazonensis.

Considerando que a suscetibilidade a infecgao por L. (L.) amazonensis parece
nao estar relacionada a expansao e produg¢ao de IL-4 por Th2 como observado na
infeccdo por L. major torna-se interessante verificar o efeito da eliminagdo de
ativacao via CD28 sobre a resisténcia e resposta de citocinas nesta infeccdo. Os
resultados podem ajudar a esclarecer os mecanismos atuantes na resisténcia a
infeccdo por esta espécie de Leishmania. Da mesma maneira, verificar o curso da
infeccao na auséncia de IL-12 ou IFN-y, pode esclarecer a influéncia destas citocinas
na resisténcia e/ ou se a auséncia pode ser compensada por outras citocinas ou

mecanismos efetores.
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2 OBJETIVOS
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OBJETIVO E ABORDAGEM EXPERIMENTAL GERAL

Verificar a participagdo da molécula CD28 e das citocinas IL-12 e IFN-y na

resisténcia a infeccao por Leishmania amazonensis.

Como abordagem experimental foram avaliados a evolugdo da lesdo no sitio
de inoculagao e o parasitismo em camundongos C57BL/6 CD28 KO, C57BL/6 IL-12
KO e C57BL/6 IFN-y KO em comparagdo aos camundongos C57BL/6 do tipo
selvagem. A produgdo de citocinas por linfocitos obtidos do linfonodo popliteo
drenante da lesdo foi também avaliada nos mesmos grupos de animais. Ainda, os
mesmos parametros foram comparados em camundongos C57BL/6 CD28 KO e
C57BL/6 do tipo selvagem infectados com formas promastigotas de fase

estacionaria de cultura ou com formas metaciclicas purificadas.
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3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos das linhagens C57BL/6
resistentes; C57BL/6 IL-12 KO (Mattner, Magram et al., 1996); C57BL/6 IFN-y KO
(Dalton, Pitts-Meek et al., 1993); C57BI/6 CD28 KO (Shahinian, Pfeffer et al., 1993),
fémeas e machos, com idade entre 6 e 8 semanas. Os animais foram obtidos e
mantidos no Biotério de criacdo e experimentagao do Departamento de Imunologia/
ICB-IV/ USP. Todos os experimentos foram submetidos e aprovados pela Comissao

de Etica em experimentac&o animal do ICB/USP.

3.2 Parasitos

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis cepa Josefa (gentiimente
cedida pela Dra. Elvira Saraiva do Instituto de Microbiologia da UFRJ), foram
cultivadas a 25°C em meio Grace’s Insect Cell Culture Medium (Gibco-BRL Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) suplementado com 20% de soro fetal bovino
inativado (SFB) (v/v) (Gibco-BRL, Argentina), 100 U/ml penicilina € 100 ug/ml
estreptomicina (Grace’s completo). Gentamicina (1ug/ml) — foi adicionada ao meio
nos ensaios para quantificacdo do numero de parasitos presentes nos tecidos
extraidos de camundongos. Os parasitos foram periodicamente re-isolados de
lesdes de coxim plantar de camundongos BALB/c infectados de modo a manter a

viruléncia do parasito.
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3.3 Producao dos anticorpos monoclonais 3A1

O hibridoma produtor do anticorpo monoclonal 3A1 anti-promastigotas
prociclicas de L. (L.) amazonensis, (gentilmente cedido pela Dra. Elvira Saraiva), foi
cultivado em meio RPMI 1640, suplementado com 5% de SFB v/v, 100 U/ml de
penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina. Os sobrenadantes obtidos foram
centrifugados a 600 g por 10 min a 4°C para a remogdo dos debris celulares e
estocados a —20°C com 0,01% de azida (Sigma Chemical, St. Louis, Mo, USA) até
serem purificados. A purificagédo foi feita por passagem em coluna de afinidade de
proteina G (Protein G Sepharose 4 Fast Flow, Amersham Pharmacia
Biotech,Uppsala, Sweden) acoplada em HPLC (cromatografia liquida de alta
eficiéncia, Amersham Pharmacia Biotech), o eluente contendo os anticorpos
purificados foram dialisados (membrana Spectra/Por, Spectrum Laboratories Inc.,
USA) em PBS pH 7,2 durante 18 horas a 4° C sob agitagdo. A dosagem de proteina

foi realizada pelo método de Lowry (Lowry, Rosebrough et al., 1951) .

3.4 Obtencao de formas metaciclicas de L. (L.) amazonensis de cultura

As formas promastigotas de fase estacionaria de cultura foram lavadas em
solugdo salina de pH 7,2 tamponada com fosfato de sodio 0,01M (PBS) por
centrifugagdo 1200g/10min/10°C e incubadas em placas de 96 pocos de fundo chato
(Nunc) a 25°C por 20 min. com o anticorpo monoclonal 3A1 diluido em PBS na
concentracdo de 50 ng/2X10 células. Logo apds a incubacéo, as formas prociclicas

aglutinadas pelos anticorpos eram separadas das formas metaciclicas livres, por
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centrifugacédo (150g/6min/10°C). As formas metaciclicas obtidas no sobrenadante

eram, entdo, lavadas PBS para retirada dos anticorpos livres.

3.5 Infecgao

Os camundongos foram infectados com formas promastigotas de
L. (L.) amazonensis obtidas de fase estacionaria de cultura ou com promastigotas
metaciclicas. A suspensao dos parasitos foi lavada por centrifugacdo a 3000 rpm/
10min/ 10°C, trés vezes em PBS e em cada camundongo foram injetados 30ul de
uma suspensdo contendo 10° ou 10° promastigotas obtidas de fase estacionaria de
cultura ou 10° promastigotas metaciclicas purificadas, em um dos coxins plantares
posteriores. A evolugao da infecgado foi acompanhada semanalmente, medindo-se a
espessura da pata com o auxilio de um paquimetro de precisdo 0,01 mm (Manostat).
Os resultados foram expressos pela média aritmética das diferengas de espessura

entre as patas posteriores, inoculada e nao inoculada + erro padrao (SE) de cada

grupo.

3.6 Quantificagao de parasitos nos linfonodos e patas

A avaliagao do parasitismo dos camundongos ao final do experimento foi feita
pela quantificacdo do numero de parasitos encontrados na lesdo (pata) e nos
linfonodos popliteos drenantes (LND) da pata que recebeu o indculo dos parasitos.
O método foi o de andlise por diluigdo limitante (LDA) [modificado por Lima e
colaboradores, 1998 (Lima, Bleyenberg et al., 1997)]. Diluicdes seriadas de

suspensodes celulares do linfonodo drenante da infecgao ou de tecido obtido da pata
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total (removida préxima a articulagdo entre a perna e a pata) foram cultivadas em
placas de 96 pocos de fundo chato (Nunc), 200 ul/pogo em meio Grace’s completo,
fechadas hermeticamente com parafiime e incubadas a 25°C em estufa BOD. A
deteccdo do aparecimento de promastigotas moveis (pogos positivos) foi feita
através de avaliagdes periddicas em microscépio invertido. A leitura final foi feita no
14’ dia, quando os pogos positivos e negativos de cada diluicdo foram contados.

Os dados foram analisados usando-se o programa ELIDA desenvolvido por
Taswell (Taswell, 1986). Com esse programa foi possivel estimarmos a frequéncia
de parasitos, calculada pela equacao de Poisson através do método estatistico do
chi? . A freqliéncia de parasitos de uma amostra é considerada estatisticamente
diferente da frequéncia de outra quando os intervalos de confianga (a 95%) nao se

superpoem.

3.7 Cultura de células obtidas de linfonodos drenantes

Em tempos determinados ao longo da infecgdo os linfonodos drenantes da
pata inoculada (LNDP) eram removidos e processados e dissociados em
homogeneizadores de vidro (Ten Broeck). A suspensédo celular resultante era em
seguida centrifugada (200g,10 min.,10°C) e ressuspendida, apds contagem, para a
concentracdo de 10’ células/ml em meio Iscove's Modified Dulbecco’s Medium
(Gibco-BRL Life Technologies, Grand Island, NY, USA) suplementado com 2% SFB,
0,05uM 2-mercaptoetanol, 100 U/ml penicilina e 100 ug/ml estreptomicina (Iscove’s
completo). A viabilidade das células era avaliada por exclusdo do corante azul de
Trypan. As células foram cultivadas em placas de 96 pogos de fundo chato (Falcon)

(2X10° células em 200 pl/poco) ou em placas de 24 pocos (10” células em
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1ml/pogo), na auséncia ou presencga do parasito vivo (PV) como estimulo secundario
antigénico (10%/ml promastigotas obtidas de fase estacionaria de cultura), a 37°C em

estufa Umida a 5% de CO, durante 24, 48 e 72 horas.

3.8 Obtencao de macrofagos peritoneais

Camundongos foram injetados pela via intraperitoneal com 3ml de solugao
estéril de hidrolisado de amido a 2 % diluido em PBS. Trés dias depois foram
sacrificados e as células peritoneais foram recolhidas por lavagem do periténio com

5 ml de PBS gelado injetado com seringa.

3.9 Cultura de macroéfagos e infecgao

As suspensdes de células contendo macréfagos peritoneais foram lavadas 3
vezes por centrifugacao (300g/5 min/10°C) e ressuspensas para a concentracédo de
1x10° células/ml em Iscove’s completo e distribuidas em placa de 24 pocos de fundo
chato contendo laminulas de vidro esterilizadas na chama. As células foram
incubadas por 4 horas para aderéncia em estufa a 37°C e 5% CO,. Apés este
periodo, as células ndo aderidas foram retiradas por lavagem com PBS estéril e as
placas incubadas por um periodo adicional de 24 horas em Iscove’s completo. Em
seqguida, L. (L.) amazonensis na forma metaciclica, na propor¢ao de 2:1 (em relagéo
as células originalmente plaqueadas), foram adicionadas as culturas. A placa foi
novamente incubada a 37°C por 5 horas. Em seguida, as placas foram lavadas para
remocao dos parasitos que nao foram internalizados e 1 ml de Iscove’s completo foi

adicionado aos pogos (0 hora). Os sobrenadantes foram colhidos 24, 48, 72 e 96
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horas para dosagem de oxido nitrico. As laminulas retiradas as 0, 24, 48, 72 e 96
horas foram coradas pelo kit Instant-Prov da Newprov a base de hematoxilina e
eosina para quantificacdo dos macréfagos infectados e da carga de parasitos

intracelulares.

3.10 Contagem dos macréfagos e dos parasitos internalizados

A contagem dos macrofagos e dos parasitos no interior de vacuolos
parasitéforos, foi realizada por microscopia Optica usando objetiva de 40 X. As
imagens foram capturados com auxilio de uma camara acoplada a um computador.
Posteriormente a contagem de células foi feita manualmente em computador
usando-se o programa ADOBE photoshop. Os resultados sao apresentados como
numero e percentagem de macrofagos infectados. Para refletir a carga parasitaria
por célula infectada foi calculada a razdo entre todos parasitos intracelulares e o

numero de macrofagos infectados em cada preparagao.

3.11 Producgao de 6xido nitrico (NO)

A producao de NO foi indiretamente avaliada medindo-se a concentragao de
nitrito acumulado nos sobrenadantes de culturas, utilizando-se o reagente de Griess
(Stuehr e Nathan, 1989). Este foi preparado com N-(1-Naftil) Etilenodiamino
dihidrocloridato a 0.1% em agua destilada adicionando-se, no momento do uso, igual
volume de sulfanilamida a 1% em 4&cido fosférico 2,5% preparado em agua
bidestilada. As placas foram lidas em espectrofotdmetro com filtro de absorbancia a

540 nm, ap6s 10 minutos no escuro para desenvolvimento da reacdo. Os resultados
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foram calculados pela comparagdo com a curva padrao realizada com nitrito de
sédio diluido em RPMI, em concentragbes variando de 100 a 1 uM, A sensibilidade

de detecgcédo minima do teste foi de 1,563 puM.

3.12 Dosagem de citocinas em sobrenadante de cultura de células

A deteccéo de citocinas foi feita utilizando a técnica de ELISA - sanduiche de
captura, empregando anticorpos monoclonais de rato especificos para a detecgéo
da citocina IL-4, IL-12, IFN-y e IL-10 de camundongo. Todos os anticorpos e o0s
padrbées recombinantes foram gentilmente cedidos pela Dra. Ises de Almeida
Abrahamsohn, exceto o IL-10 obtidos da Biosciences Pharmingen (Becton Dickinson
Co). As placas flexiveis de 96 pogos e de fundo chato (Costar 2595, Cambridge, MA,
USA) foram sensibilizadas com o primeiro anticorpo diluido em solugdo Na;HPO4
0,1M pH 9,0. Os anticorpos e concentragdes foram: anti-IL-4 (11B11, a 2 pg/ ml),
anti-IL-12 p40 (C17.8, a 2 ug/ ml), IFN-y (XMG1.2, 3 pug/ ml) ou IL-10 (JES5-16E3
3ug/ ml). A incubacgdo foi feita por 18 horas a 4°C. Apos esse periodo a placa foi
lavada com PBS/ 0,05% Tween 20 e bloqueada com PBS/ 1% BSA por 2 horas,
temperatura ambiente (TA). A seguir, a placa foi novamente lavada e foram
adicionados o padrao recombinante (IL-4, IL-12, IFN-y ou IL-10) diluidos em Iscove's
+ 2% SBF ou diluigbes das amostras (sobrenadantes de cultura de linfonodos
drenantes). A placa foi incubada em camara Umida a 4°C durante a noite. Apos este
periodo de incubagédo, a placa foi lavada com PBS e o segundo anticorpo anti-IL-4
biotinilado (BVD624G2, a 1ug/ml), anti-IL-12 p40 biotinilado (C15.6, a 1ug/ml), anti-
IFN-y biotinilado (AN18 a 3 ug/ml) ou anti-IL-10 biotinilado (JES5-2A5 a 4 ug/ml)

diluidos em PBS 1% BSA foi adicionado. A placa foi, entdo, incubada por 2 hora, TA.
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Em seguida, a placa foi lavada com PBS e o conjugado enzimatico (estreptoavidina
marcada com peroxidase, Southern Biotechnology Associates, Inc., AL. USA) foi
adicionado e a placa deixada por 1 hor, TA. Apdés mais um ciclo de lavagem foi
adicionada a solugcéo contendo o substrato, H,O, a 30% e o agente cromoégeno
ABTS (2,2'-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid, Southern Biotechnology
Associates, Inc., AL. USA) dissolvidos em tampéao citrato pH 4,0. A reacao foi
interrompida com a solugao “stop” (50 ml dimetilformamida +20 g dodecil sulfato de
sédio + 50 ml H,O) e a leitura realizada em um leitor de ELISA (Versa Max
microplate reader, Molecular Devices) a 405 nm. A sensibilidade minima do teste foi
de 0,31 ng /ml para IL-4, 0,125 para IL-12, 0,031 ng/ml ou 0,25 U/ml para IL-10 e

0,313 ng/ml para IFN-y.

3.13 Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo método estatistico de analise de variancia
(ANOVA) com medidas repetidas, executado no programa INSTAT 2, os valores de
p<0,05 foram considerados para estabelecer diferencas como estatisticamente

significativas.
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4 RESULTADOS



50

4.1 Evolucao da infecgao ap6s a inoculagdo em camundongos C57BL/6 WT, IL-
12 KO, IFN-y KO e CD28 KO com formas promastigotas de L. (L.) amazonensis

obtidas de fase estacionaria de cultura

A avaliacdo da participacdo das moléculas CD28 e das citocinas IL-12 e
IFN-y, na resisténcia a infeccdo por L. (L.) amazonensis, foi feita em camundongos
geneticamente desprovidos destas moléculas, infectados com duas diferentes
doses de promastigotas de fase estacionaria de cultura (exceto para o grupo de
camundongos IFN-y KO, inoculados somente com 10° promastigotas). Os
camundongos foram inoculados com 10° (Fig 1A) ou 10° (Fig 1B) parasitos, no
coxim plantar posterior. O desenvolvimento das lesées foi acompanhado pela
medigao da lesdo da pata (local do inéculo), em varios tempos apds o inéculo.

Nossos resultados mostraram que os camundongos IL-12 KO e
IFN-y KO sdo muito mais suscetiveis do que camundongos do tipo selvagem (Wild-
type, WT) & infeccdo com 10° (ou também com 10°, no caso de animais IL-12 KO)
L. (L.) amazonensis de fase estacionaria de cultura (Fig 1A e 1B). Estes resultados
confirmam a importancia da IL-12 e do IFN-y no controle da infecgdo por
L. (L.) amazonensis com alto inoculo de promastigotas de fase estacionaria de
cultura.

Os camundongos CD28 KO, se inoculados com 10° parasitos, nao diferiram
quanto a evolugéo da lesdo dos camundongos WT inoculados com a mesma dose
(Fig 1A). Entretanto, se inoculados com 10° parasitos, aqueles animais, a partir da
nona semana de infeccdo, mantiveram a mesma espessura de pata enquanto os
camundongos WT tiveram aumento progressivo até a 23 semana de infecgao (Fig.

1 B). Portanto, a infecgdo realizada com 10° promastigotas permitiu observar que
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camundongos CD28 KO apresentaram melhor controle da lesdo no sitio de inéculo
em relagdo aos camundongos WT, sugerindo que a presenga da molécula CD28

aumenta a suscetibilidade a infecg¢ao por L. (L.) amazonensis.

A B
—4—C57BL/6
028 KO " —4—C57BL/6
A —A—CD28 KO
—e—IL-12KO 1g —e—IL-12KO
—o—IFN-g KO 6
4
2
0

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23

Semanas apos infecgao

Figura 1: Infecgdo de camundongos C57BL/6 WT, CD28 KO, IL-12 KO e IFN-y KO com
promastigotas de L. (L.) amazonensis obtidas de fase estacionaria de cultura:
aumento de tamanho da pata apos infec¢cdo. Os camundongos foram inoculados com
10° (A) ou 10° (B) parasitos no coxim plantar posterior. Os resultados foram expressos pela
média aritmética * erro padrao (SE) das diferengas de espessura das patas infectadas e ndo
infectadas (2-3 experimentos independentes). Grupos de 9-20 camundongos foram
inoculados com 10° parasitos e grupos de 8-13 camundongos foram inoculados com 10°
parasitos.

* diferengas significativas C57BL/6 WT vs IFN-y a partir 8% semana

& diferencas significativas C57BL/6 WT vs IL-12 KO e CD28 KO a partir 10 semana
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4.2 Quantificagdao do numero de parasitos em linfonodos drenantes do sitio de
infeccao de L. (L.) amazonensis em camundongos C57BL/6WT, IL-12 KO, IFN-«y
KO, CD28 KO inoculados com formas promastigotas obtidas de fase

estacionaria de cultura

Como espessura da pata pode nao se correlacionar diretamente com a carga
parasitaria local foi feita a quantificagdo do numero de parasitos nos linfonodos
drenantes da pata inoculada (LND) nos diversos grupos de animais, inoculados
como no item 4.1.

Os resultados apresentados na figura 2 mostram, ndao haver diferenca
significativa no numero de parasitos presentes nos LN popliteos dos animais
inoculados com 10° ou 10° parasitos; nos LN inguinais a diferencga foi vista apenas
nos animais CD 28 KO.

A carga parasitaria nos LN popliteos e inguinais de animais IL-12 KO e IFN-y
KO é muito maior do que a verificada nos LND dos animais WT, correlacionando-se
com as lesdes de maior tamanho desenvolvidas no sitio de inoculacgao.

A comparagao da carga de parasitos entre os camundongos CD28 KO e WT
permitiu observar, tanto para o inéculo de 10° como 10° significativamente menos
parasitos, nos LN popliteos dos camundongos CD28 KO do que em animais WT.
Cabe reforgcar que esta diferengca apareceu apesar de nao ter havido diferenca
significativa na espessura da pata entre estes grupos apds o indculo de 10°
parasitos, como mostrado na Fig. 1A. Nos linfonodos inguinais, as diferengas nao
foram significativas entre os dois grupos para ambas as doses de indculo. A
disseminagao para os LN inguinais ocorreu nos dois grupos de animais CD28 KO e

WT, para as duas doses de indculo e, mesmo no tempo de analise longo de 35
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semanas para o indculo de 10° ndo houve diferenca na carga de parasitos nos LN
inguinais. Animais IL-12 KO e IFN-y KO apresentaram muito mais parasitos do que
animais WT, tanto nas quantificacbes de LN popliteos como nas realizadas nos LN

inguinais, para as duas doses de in6culo.
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Figura 2: Determinagdo do nimero de L. (L.) amazonensis nos linfonodos popliteo e
inguinal drenantes da lesdo em camundongos C57BL/6 WT, IL-12 KO, IFN-y e CD28 KO
inoculados com formas promastigotas obtidas de fase estacionaria de cultura. O
numero de parasitos no linfonodo popliteo foi determinado técnica de diluigao limitante, 20
semanas apds a infecgdo para o inéculo de 10° e 35 semanas para o inéculo de 10°. Os
resultados estao expressos pela média e pelo intervalo de confianca a 95%, de 2 a 3
camundongos por grupo. A frequéncia de parasitas de um grupo €& considerada
estatisticamente diferente da freqiéncia de parasitas do outro grupo quando os intervalos de
confianga n&do se sobrepbem.

* diferenca significante em relagdo ao grupo controle WT.
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4.3 Quantificacao dos parasitos nas patas de camundongos C57BL/6WT, IL-12
KO e CD28 KO inoculadas com formas promastigotas de L. (L.) amazonensis

obtidas de fase estacionaria de cultura.

No intuito de verificarmos, se poderiamos relacionar diretamente o tamanho
da lesdo com o numero de parasitos encontrados na propria pata, quantificamos os
parasitos das patas dos camundongos dos diferentes grupos inoculados com 10°
parasitos na 35% semana apds a infecgéao.

Os resultados, expressos na figura 3, mostram que o tamanho das patas dos
diferentes grupos experimentais, apresentou correlagao direta com a quantidade de
parasitos presentes nas mesmas. Nossos resultados mostram diferencgas
significativas no numero de parasitos no sitio da lesdo entre os trés grupos de
animais testados. Camundongos CD28 KO tém menos e camundongos IL-12 KO

tém mais parasitos quando comparados aos camundongos WT.
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Figura 3: Quantificagao dos parasitos nas patas de camundongos C57BL/6 WT, IL-12
KO e de CD28 KO inoculadas com formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
obtidas de fase estacionaria de cultura. O numero de parasitos foi determinado pela
técnica de diluicdo limitante na 35° semana apds a infeccdo para o inéculo de 10°. Os
resultados foram expressos pela média e pelo intervalo de confianca 95% de 2 a 3
camundongos por grupo. A frequéncia de parasitas de um grupo € considerada
estatisticamente diferente da freqiéncia de parasitas do outro grupo quando os intervalos
de confianga ndo se sobrepdem.

* diferenga significante em comparagao ao grupo C57BL/6 WT.
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4.4 Producgao de citocinas IL-4, IL-12, IFN-y e IL-10 por células obtidas de
linfonodos drenantes da pata de camundongos C57BL/6 WT, CD28 KO e IL-12
KO infectados com formas promastigotas de L. (L.) amazonensis obtidas de

fase estacionaria de cultura.

Avaliamos a produgéo de citocinas por células de linfonodos drenantes da
pata dos camundongos infectados com 10° promastigotas de L. (L.) amazonensis
obtidas de fase estacionaria de cultura na 20% semana apods infecgao.

Os resultados, expressos na tabela 1, mostram nao haver produgao
detectavel de IL-4 nos sobrenadantes de cultura de células de LNDP oriundos das
quatro linhagens de camundongos analisadas. A produgao de IL-12 foi similar entre
os sobrenadantes de células obtidas de linfonodos popliteos das linhagens de
camundongos WT, IFN-y KO e CD28 KO. Quanto a produgéo de IFN-y, observamos
que nao houve diferengca na concentragdo de IFN-y entre os sobrenadantes das
culturas de linfonodos popliteos de camundongos WT e CD28 KO.

Observamos uma concentragdo significativamente menor de IL-10 nos
sobrenadantes das culturas reestimuladas in vitro de células de LNDP de
camundongos CD28 KO, em comparagdo a cultura de células de LNDP de

camundongos WT.
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Tabela 1: Producgéo de citocinas por células dos linfonodos popliteos drenantes de
camundongos C57BL/6 WT, CD28 KO, IFN-y KO e IL-12 KO infectados com 10° formas

promastigotas de L. (L.) amazonensis obtidas de fase estacionaria de cultivo.

Estimulo
com
parasitos T

C57BL/6
WT

CD28 KO

IL-12 KO

IFN-y KO

IL-4 (ng/ml) IL-12 p40(ng/ml) IFN-y (ng/ml) IL-10 (U/ml)
- + - + - + - +
<0,3 <03 08+0308+0334+05 91+40 <025 1,0%0,3

A

0,3

<0,3

<0,3

*

<0,3 1,1+04 1406 41+£1,0154+72 <025 0,3+0,1

<0,3 NR NR NR NR 03%+0,1 0,7+0,1

<0,3 35+0816+04 NR NR 04+02 06=+0,1

+ Suspensdes celulares, na concentragdo de 10’/ml, obtidas dos linfonodos popliteos drenantes
dos animais na 202 semana ap6s-infecgdo foram cultivadas com 10° promastigotas vivos de fase
estacionaria, como estimulo antigénico secundario. Os sobrenadantes foram colhidos em tempos
diferentes apds incubacao; para a dosagem de IL-4 (24 horas), IL-12 p40 (48 horas), IFN-y e IL-10

(72 horas). Os resultados representam a média aritmética + SD (desvio padrao) de 5-7 animais de

3-4 experimentos independentes. NR : ndo realizado
* diferenca significativa na producgao de IL-10 entre C57BL/6 WT e CD28 KO
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4.5 Evolugao da infeccao por L. (L.) amazonensis apés inoculagdao de formas
metaciclicas ou de formas promastigotas de fase estacionaria de cultura em

camundongos C57BL/6 WT e CD28 KO.

Nés observamos nos experimentos anteriores que os camundongos CD28
KO apresentavam lesdes muito pequenas quando inoculados com 10° promastigotas
de fase estacionaria de cultura, no coxim plantar posterior. Resolvemos verificar se
formas metaciclicas do parasito (formas infectantes exclusivamente) poderiam
determinar lesdes mais severas. Utilizamos para isso a dose de 10° formas
metaciclicas e comparamos com a dose menor de 10° promastigotas de fase
estacionaria. Todos os camundongos foram inoculados no coxim plantar posterior. O
desenvolvimento das lesdes foi acompanhado pela medi¢cao da lesdo da pata (local
do inéculo), em varios tempos apos o indculo. Verificamos que a leséo no sitio de
indculo evoluiu de maneira semelhante nos animais WT inoculados com 10°
metaciclicas (Fig. 4A) ou com 10° promastigotas de fase estacionaria (Fig.4B) e que
em ambas as situagcdes experimentais os camundongos CD28 KO desenvolviam
lesbes menores e nao progressivas em comparagao aos respectivos controles WT.
Este experimento confirmou os experimentos anteriores e mostra que a falta da
expressao da molécula CD28 resulta em melhor controle da lesdo induzida pela
infeccao por L. (L.) amazonensis, seja esta causada exclusivamente por formas
metaciclicas infectantes ou pela populagao mista encontrada na fase estacionaria de
cultivo, composta de formas prociclicas nao infectantes e de formas metaciclicas

infectantes.
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FIGURA 4: Infeccdo de camundongos C57BL/6 WT e CD28 KO inoculados com
promastigotas metaciclicas ou promastigotas de fase estacionaria de cultura de L. (L.)
amazonensis: aumento de tamanho da pata apés infecgdo. Os camundongos foram
inoculados com 10° promastigotas metaciclicas (A) ou 10° (B) promastigotas de fase
estacionaria de cultura no coxim plantar posterior. Os resultados foram expressos pela
média aritmética + erro padrao (SE — 10 camundongos/grupo) das diferengas de espessura
entre a pata infectada e nao infectada (2 experimentos independentes).

* C57BL/6 WT vs. CD28 KO: diferencas significativas a partir da 10 semana.
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4.6 Quantificagdo dos parasitos em linfonodos drenantes de camundongos
CD28 KO e C57BI/6 WT infectados com promastigotas metaciclicas ou

promastigotas de fase estacionaria de cultura de L. (L.) amazonensis

Nossos resultados anteriores mostraram que o numero de parasitos
presentes nos linfonodos popliteos de camundongos CD28 KO infectados com 10°
promastigotas de fase estacionaria de cultura, era menor do que em camundongos
WT correlacionando-se com a o tamanho menor das lesdes desenvolvidas pelos
CD28 KO (Fig 1 e 2). A quantificagdo dos parasitos nos linfonodos popliteos foi feita
também nos grupos de camundongos infectados com 10° promastigotas de fase
estacionaria de cultura ou com 10° promastigotas metaciclicas purificadas.

Os resultados, apresentados na figura 5, mostram n&o haver diferenga
significativa no numero de parasitos encontrados nos linfonodos popliteos de
camundongos CD28 KO e WT na 212 semana apds a infecgdo com 10°
promastigotas metaciclicas. Entretanto os resultados da Fig. 4 mostram que, neste
tempo de infecgdo, o tamanho da pata inoculada é significativamente menor nos
camundongos CD28 KO. Portanto, para este tempo mais precoce de infecgdo n&o
houve correlagcdo entre tamanho de lesdo e o parasitismo no principal linfonodo
drenante.

Os camundongos CD28 KO que foram inoculados com 10° formas
promastigotas de fase estacionaria de cultura e que foram sacrificados na 352
semana para comparagao do parasitismo, apresentaram numero significativamente

menor de parasitos no LN popliteo do que os camundongos do grupo controle WT.
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Figura 5: Quantificagdo do numero de parasitos nos linfonodos popliteos
drenantes de camundongos C57BL/6 WT e CD28 KO infectados com 10°
promastigotas de fase estacionaria de cultura ou 10° promastigotas
metaciclicas de L. (L.) amazonensis. O numero de parasitos foi determinado por
LDA na 21% semana ap6s infeccdo nos camundongos inoculados com 10°
promastigotas metaciclicas e na 35% semana apds infeccdo nos camundongos
inoculados com 10° promastigotas de fase estacionaria de cultura. Os resultados
foram expressos pela média e pelo intervalo de confianga 95% de 3 camundongos
por grupo. A frequéncia de parasitas de um grupo é considerada estatisticamente
diferente da frequéncia do outro grupo quando os intervalos ndo se sobrepdem.
* C57BL/6 WT vs CD28 KO
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4.7 Quantificagdo dos parasitos no sitio de inoculagido de camundongos
C57BL/6 WT e CD28 KO infectados com promastigotas metaciclicas ou

promastigotas de fase estacionaria de cultura de L. (L.) amazonensis

A analise anterior da quantificagcao de parasitos feita no LN popliteo drenante,
n&do mostrou na 21% semana apds infecgdo, correlagdo entre o pequeno tamanho da
lesdo desenvolvida por CD28 KO inoculados com 10° promastigotas metaciclicas de
L. (L.) amazonensis e o numero de parasitos encontrados no linfonodo drenante, em
comparagao com os valores obtidos para animais WT inoculados e analisados de
maneira similar.

Assim, resolvemos repetir as quantificacbes nestes grupos de animais
infectados e ampliar a analise, quantificando o numero de parasitos também no sitio
da infecgdo. Para tanto, inoculamos, no coxim plantar dos camundongos C57BL/6
WT e CD28 KO, 10° promastigotas metaciclicas ou 10° promastigotas de fase
estacionaria de cultura de L. (L.) amazonensis. A quantificacdo dos parasitos foi
realizada no sitio do inéculo (pata) apés 212 semana de infecgdo (10° promastigotas
metaciclicas) ou na 35° semana de infecgéo (10° promastigotas de fase estacionaria
de cultura).

Os resultados mostrados na Fig. 6 mostram quem o parasitismo por
L. (L.) amazonensis no sitio do inéculo é significantemente menor em camundongos
CD28 KO tanto para o grupo inoculado com 10° promastigotas metaciclicas (212
semana de infecgdo) como para o grupo inoculado com 10° promastigotas de fase
estacionaria de cultura (352 semana de infec¢ao). Portanto, o parasitismo medido no
sitio de indculo refletiu as diferengas observadas no tamanho da lesdo entre os dois

grupos. Estes dados confirmaram que os camundongos CD28 KO sao mais
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resistentes a infeccdo quando comparados ao grupo WT, independentemente do

tipo de indculo.

B C57BL/6 B CD28KO

NiUmero de parasitos/pata

Promastigotas de Promastigotas
fase estacionaria metaciclicas

Figura 6: Quantificagao do numero de parasitos de L. (L.) amazonensis na pata
de camundongos CD28 KO e C57BL/6 WT infectados com 10° promastigotas de
fase estacionaria de cultura ou 10° formas metaciclicas. O nimero de parasitos
foi determinado por LDA na 35% semana ap6s a infeccéo para o indculo de 10° de
formas promastigotas de fase estacionaria e na 212 semana para o inéculo de 10°
formas metaciclicas. Os resultados foram expressos pela média e pelo intervalo de
confianga 95% de 2 a 3 camundongos por grupo. A frequéncia de parasitas de um
grupo é considerada estatisticamente diferente da frequéncia do outro grupo quando
os intervalos ndo se sobrepdem.

* C57BL/6 WT vs CD28 KO.
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4.8 Dosagem de citocinas nos sobrenadantes de culturas de células de
linfonodo drenantes popliteos de camundongos CD28 KO e C57BIl/6 WT
infectados com 10° promastigotas metaciclicas ou 10° promastigotas de fase

estacionaria de cultura de L. (L.) amazonensis.

A producao de citocinas nos sobrenadantes de cultura de células de LNDP
dos camundongos C57BL/6 WT e CD28 KO, inoculados com 10° promastigotas de
fase estacionaria de cultura ou 10° promastigotas metaciclicos na pata, foi dosada
na 212 semana apds a infecgdo. Os dados expressos na tabela 2 mostram que IL-4
ndo foi detectada nos sobrenadantes de cultura de células de LNDP dos
camundongos dos diferentes grupos. Nao houve diferengas significativas entre CD28
KO e WT nos niveis de IL-12 e IFN-y medidos nos sobrenadantes das culturas,
obtidas de camundongos infectados com formas metaciclicas ou infectados com 10°

formas promastigotas de fase estacionaria de cultura de L. (L.) amazonensis.
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Tabela 2: Produgado de citocinas por células de linfonodos popliteos drenantes de
camundongos CD28 KO e C57BL/6 WT infectados com 10° metaciclicas ou 10°

promastigotas de fase estacionaria de cultura de L. (L.) amazonensis.

IL-4 (ng/ml) IL-12 p40 (ng/ml) IFN-y (ng/ml)

Estimulo com
parasitos } - + - + - +

CSTBIEWTmeta 55 <03 3517 23£11 1,6£04 34:13

CD28KOmeta 53 <03 2011 3416 16£03 53£25

5
C57BU6 WT pro® 43 93 06401 06+01 <03 14+02

5
CD28 KO pro <0,3 <03 05+01 0701 <0,3 0,69+0,3

+ Suspensdes celulares, na concentragcdo de 10/ml, obtidas dos linfonodos popliteos
drenantes dos animais na 212 semana ap6s-infeccdo foram cultivadas com 10°
promastigotas vivos de fase estacionaria, como estimulo antigénico secundario. Os
sobrenadantes foram colhidos em tempos diferentes apés incubacao; para a dosagem de IL-
4 (24 horas), IL-12 p40 (48 horas), IFN-y e IL-10 (72 horas). Os resultados representam a

média aritmética £ SD (desvio padrao) de 4 animais de 2 experimentos independentes.



66

4.9 Celularidade dos linfonodos drenantes popliteos de camundongos C57BL/6
WT e CD28 KO infectados com formas promastigotas de fase estacionaria ou

formas metaciclicas de L. (L.) amazonensis.

A estimulacdo das células de linfonodos por antigenos leva a proliferagao
local, além de fixar células migrantes e como consequéncia aumento no numero de
células no orgéo.

Para verificar se a infeccao com as diferentes formas do parasito acarretaria
diferencas na celularidade dos LNDP, realizamos, na 21% semana pés-infecgao, a
contagem das células obtidas de linfonodos de camundongos CD28 KO e WT
injetados com PBS (controles) e de linfonodos de camundongos CD28 KO e WT,
tanto nos grupos inoculados com 10° promastigotas de fase estacionaria de cultura
como naqueles inoculados com 10° formas metaciclicas de L. (L.) amazonensis.

Nossos resultados apresentados na figura 7 mostram que o numero de
células foi semelhante (média de 1 x 10° células /linfonodo) entre os LNDP de
camundongos injetados com PBS (controles). A infeccdo por parasitos de
L. (L.) amazonensis de fase estacionaria de cultura, induz um aumento maior no
numero de células nos LNDP do que a infeccdo com promastigotas metaciclicos.
Camundongos CD28 KO infectados com formas de fase estacionaria de cultura
tinham menor celularidade nos LNDP do que camundongos WT identicamente
infectados. Essa diferenca nao foi observada entre os respectivos grupos infectados

com promastigotas metaciclicos.
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Figura 7: Quantificagdo do numero de células em linfonodos popliteos drenantes de
camundongos CD28 KO e C57BL/6 WT injetados com PBS (controles) ou infectados
com 10° promastigotas de fase estacionaria ou 10° formas metaciclicas de L. (L.)
amazonensis. O numero de células foi obtido por contagem em camara de Neubauer na
21% semana apos infecgdo. Os resultados foram expressos pela média aritmética £ SD de 2

a 3 camundongos por grupo *p<0,05.
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4.10 Influéncia da qualidade sanitaria dos animais de experimentagao na
reprodutibilidade dos experimentos de infec¢cao por L. (L.) amazonensis
(formas metaciclicas ou promastigotas de fase estacionaria de cultura) em
camundongos C57BL/6 WT e CD28 KO. Repeticdo de experimentos poés-

tratamento das coldnias de camundongos.

Durante o periodo em que as colbnias do biotério de experimentacio
estiveram contaminadas com Proteus sp, foram realizados varios experimentos que
resultaram em dados diferentes e extremamente variaveis entre os experimentos e
entre os individuos de um mesmo grupo e dos resultados que até aqui mostramos e
que tinham sido obtidos anteriormente a contaminagado. Estes dados nao s&o aqui
mostrados, mas apenas citados de modo a enfatizar a influéncia da qualidade
sanitaria dos animais nos resultados experimentais.

Apds o periodo de tratamento dos camundongos com antibiético,
conseguimos obter padrdo e cinética semelhantes de desenvolvimento de leséo,
tanto para os camundongos inoculados com 10° formas metaciclicas (figura 8A)
como os inoculados com 10° formas promastigotas de fase estacionaria de cultura
(figura 8B). Também foram feitas dosagens de citocinas na 18% semana de infecgdo
nestes grupos de camundongos e que estao apresentadas na Tabela 3.

Na tabela 3 observa-se que infecgdo de camundongos WT com 10°
promastigotas metaciclicas ou com 10° promastigotas de fase estacionaria de
cultura induz semelhante perfil de produgcdo de IL-10, IL-12 ou IFN-y, com

significante aumento na concentragdo de IFN-y nas culturas de células de LNDP

estimuladas in vitro. A produgdo de IL-12, IFN-y e IL-10 n&o diferiu entre

camundongos C57BL/6 CD28 KO e C57BL/6 infectados.
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Figura 8: Infeccdo de camundongos C57Bl/6 WT e CD28 KO inoculados com
promastigotas metaciclicas ou promastigotas de fase estacionaria de cultura de L. (L.)
amazonensis: aumento de tamanho da pata apdés infeccdo. Repeticio de
experimentos pods-tratamento das colénias de camundongos. Os camundongos foram
inoculados com 10° promastigotas metaciclicas (A) ou 10° (B) promastigotas de fase
estacionaria de cultura, no coxim plantar posterior. Os resultados foram expressos pela
média aritmética + desvio padrao (SD - 5 camundongos/grupo) das diferencas de espessura
das patas infectadas e nao infectadas (2 experimentos independentes).

* C57BL/6 WT vs. CD28 KO: diferencas significativas a partir da 11% semana.

«C57BL/6 WT vs. CD28 KO: diferengas significativas a partir da 13* semana.
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Tabela 3: Producdao de citocinas por células de linfonodos drenantes de
camundongos CD28 KO e C57BL/6 WT infectados com 10° promastigotas metaciclicas
ou 10° promastigotas de fase estacionaria de cultura de L. (L.) amazonensis no
periodo pés contaminagao por Proteus sp

IL-10 (ng/ml) IL-12 p40 (ng/ml) IFN~ (ng/ml)

Estimulo com
parasitos 1 - + - + - +

CSTBLIBWTmeta 03 29106 10£05 08£02 18%03 226+6,7

CD28KOmeta ,,.,4 08406 29+03 19+05 26+02 192+83

*

5
CSTBLIEWTPro® 503 04:01 09:01 08:02 20+04 24+27

5
CD28KOpro® 4453 <003 14016 <05 24419 20+11

+ Suspensodes celulares, na concentragdo de 10’/ml, obtidas dos linfonodos popliteos
drenantes dos animais na 18* semana apoés-infecgdo foram cultivadas com 10°
promastigotas vivos de fase estacionaria, como estimulo antigénico secundario. Os
sobrenadantes foram colhidos em tempos diferentes apés incubagao; para a dosagem de IL-
12 p40 (48 horas), IL-10 e IFN-y (72 horas). Os resultados representam a média aritmética +

SD (desvio padrao) de 5 animais.

* C57BL/6 WT pro° X CD28 KO pro°
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4.11 Avaliagao da infecgao por L. ( L.) amazonensis em células aderentes de

peritonio de camundongos C57BL/6 WT ou CD28 KO

A infeccdo dos camundongos C57Bl/6 WT e C57BI/6 CD28 KO por
L. (L.) amazonensis mostrou que os camundongos CD28 KO apresentaram lesdes
menores e menor quantidade de parasitos no sitio do inéculo do que os
camundongos WT.

Uma possibilidade aventada era de que a internalizacdo dos parasitos pelas
células hospedeiras (macréfagos) fosse diferente nos camundongos desprovidos do
gene codificador de CD28. Para verificar, células peritoneais de camundongos néo
infectados foram infectadas in vitro e os indices de infeccdo determinados.

Os resultados estdo apresentados na figura 9. No final do periodo de
incubacado (96 horas) verificamos similaridade entre as diferentes culturas. Neste
experimento Unico realizado, ndo se observam diferengas 6bvias entre células
provenientes de CD28 KO e de WT, tanto na percentagem de infeccdo de
macrofagos como na taxa de internalizagéo inicial, avaliada apés 24 h, nem no

parasitismo nos tempos mais longos (96 horas) pés-infecgao da cultura.
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Fig. 9 Infeccao de culturas de células aderentes de peritdnio de camundongos C57BI/6
CD28 KO e C57BL/6 WT por formas metaciclicas de L. (L.) amazonensis. Culturas de
células aderentes obtidas da cavidade peritoneal estimulada por amido foram infectadas
com formas promastigotas metaciclicas na proporcao de 0,5 parasito por célula. As
laminulas foram retiradas 24, 48, 72 e 96 horas e coradas para contagem dos macréfagos
infectados e dos parasitas internalizados. Os resultados sao apresentados como
percentagem de células infectadas e numero total de parasitos internalizados pelas células

infectadas (médias de duplicatas).
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4.12 Producao de oxido nitrico (NO) em culturas de células aderentes de
peritonio de camundongos C57BL/6 CD28 KO e WT infectadas com formas

metaciclicas de L. (L.) amazonensis

No intuito de relacionar o melhor controle do parasitismo com a producdo de
NO, ndés dosamos nos diferentes tempos a concentracdo de nitrito nos
sobrenadantes das culturas.

Os resultados apresentados na tabela 4 mostram que, nas culturas de células
peritoneais obtidas de camundongos C57BL/6 CD28 KO ou WT infectadas in vitro
com promastigotas metaciclicas de L. (L.) amazonensis, havia concentragdes

apenas moderadas de nitrito no sobrenadante e que nao diferiram entre si.
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Tabela 4: Produgéao de 6xido nitrico (NO) por células aderentes de culturas infectadas

in vitro com 10° promastigotas metaciclicas de L. (L.) amazonensis no

periodo pés contaminagao por Proteus sp

Nitrito (uM)
24 h 48 h 72 h 96 h
C57BL/6 WT 52+1,4 22+0,5 2,7+0,3 7,7+0,6
C57BL/6 CD28 KO 4,8 +0,95 <1,56 23+ 0,3 3,5+1,1

A concentragao de nitrito acumulado nos sobrenadantes de culturas de células aderentes da
cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6 CD28 KO infectadas com

promastigotas metaciclicas de L. (L.) amazonensis foi medida utilizando-se o reagente de

Griess. A sensibilidade minima do teste foi de 1,563 uM. Médias e SE de 3 animais .
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5 DISCUSSAO
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O estudo da infeccdo experimental com Leishmania, em linhagens de
camundongos isogénicos, nao s6 vem contribuindo para a compreensao da relagéao
protozoario-hospedeiro como também para o conhecimento de mecanismos basicos
da resposta imune. Muito se aprendeu sobre as interacdes entre os linfocitos T
especificos e as células apresentadoras de antigenos, sobre o papel de citocinas,
diferenciacao das subpopulag¢des de linfécitos T e os requisitos de coestimulagao
para ativagao de linfécitos virgens ou efetores.

Numerosas manipulagdes incluem: a injecdo de citocinas e de anticorpos
neutralizantes de citocinas, expressdo de citocinas transgénicas e, mais
recentemente, supressao de genes de citocinas ou seus receptores (gene knockout).

Os experimentos com animais KO (Knockout) desenvolvidos em nosso projeto
mostraram que estavamos frente a dois tipos de evolugdo da infecgéo por L.(L.)
amazonensis: agravamento pela falta da producédo das citocinas IL-12 e IFN-y, e
aumento de resisténcia pela falta de moléculas de superficie celular CD28 ambos
ocorrendo em camundongos C57BIl/6, normalmente resistentes a infeccdo por
Leishmania.

A compreenséo precisa dos mecanismos que permitem as varias espécies de
Leishmania de infetar e sobreviver em um hospedeiro imunologicamente competente
ainda representa um desafio para muitos pesquisadores.

A primeira demonstracdo direta da relevancia da balanca Th1/Th2 no
desenvolvimento da infec¢do por Leishmania in vivo, surgiu com os estudos do
modelo de infecgdo murina por L. (L.) major, onde o desequilibrio para a resposta do
tipo Th2 leva a doenca e a resposta do tipo Th1 orquestrada pela IL-12 que leva a
producao de IFN-y e protecdo (Sadick, Heinzel et al., 1990; Chatelain, Varkila et al.,

1992).
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Camundongos BALB/c deficientes em IL-4 s&o resistentes a infeccao por L.
(L.) major (Kopf, Brombacher et al., 1996) e camundongos transgénicos de fundo
genético resistente com expressao constitutiva de IL-4, sdo suscetiveis (Leal, Moss
et al., 1993; Erb, Blank et al., 1996).

Enquanto em infecgbes por L. (L.) major, fenétipos extremos de resisténcia e
suscetibilidade sao identificados facilmente (Behin, Mauel et al., 1979; Handman,
Ceredig et al., 1979), nas infecgbes por L. (L.) amazonensis grande parte das
linhagens sao suscetiveis, e as ditas “resistentes” apresentam lesbes pequenas
crénicas onde os parasitos podem ser encontrados mas que nunca sao eliminados
totalmente (Grimaldi, Moriearty et al., 1980; Barral, Petersen et al., 1983; Andrade,
Reed et al., 1984).

Em 1993 foi descrito que a suscetibilidade a L. (L.) amazonensis era,
principalmente, devida a auséncia de resposta Th1 do que a presenca de uma
resposta Th2 (Afonso e Scott, 1993). Entretanto, outros autores mostraram que a
infeccao por L. (L.) amazonensis induz uma resposta mista de Th1/Th2 (Lima, Puel
et al., 1998; Ji, Sun et al., 2002).

Nos ndo detectamos, em nenhum momento, na infeccdo crénica por
L. (L.) amazonensis nos camundongos C57BL/6 WT ou KO, a presenca de IL-4. De
fato, a auséncia de IL-4 parece nao contribuir para o desenvolvimento da infecgéo
por L. (L.) amazonensis nos camundongos ‘resistentes” (Jones, Buxbaum et al.,
2000).

Os camundongos IFN-y KO e IL-12 KO apresentaram evolugao sem controle
do parasitismo com lesdo progressivamente maior quando inoculados com duas
doses diferentes de promastigotas de L. (L.) amazonensis de fase estacionaria de

cultura, diferentemente dos camundongos C57BL/6 WT e CD28 KO que
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apresentaram lesdes pequenas e estaveis. Nao foram observadas diferencas na
producado de IL-12 entre os camundongos WT, IFN-y KO e CD28 KO. A maior
suscetibilidade de camundongos IFN-y KO e IL-12 KO ndo pode ser atribuida a
maiores niveis de IL-4 ou IL-10 visto que a producdo destas citocinas nao
apresentou aumento significativo nos camundongos KO em relagdo aos
camundongos WT. Logo, parece ser a prépria deficiéncia de IL-12 e IFN-y, a
responsavel pela grande suscetibilidade observada nos animais IL-12 KO e IFN-y
KO a infecgao por promastigotas de L. (L.) amazonensis de fase estacionaria de
cultura. Aguilar e colaboradores demonstraram que, camundongos C57BL/6
deficientes em IL12p40 ou tratados com anticorpos neutralizantes anti-IL12p40 e
infectados com 10" promastigotas de L. mexicana de fase estacionaria de cultura,
desenvolviam doenga extremante grave que levava a morte dos animais. Verificaram
ainda que, estes animais nao produziam IFN-y mas produziam IL-4, IL-10 e IL-18
Eles mostraram também, um aumento progressivo de células expressando IL-12p40
(nos animais tratados com Ac anti-IL-12p40), IFN-y, NOS2 e CD40L na pata (local do
in6culo) e no linfonodo drenante de camundongos C57BL/6 WT, até 24 semanas
apo6s infecgdo. Concluiram que IL-12 enddgena é necessaria para o controle da
doenga na fase cronica da infeccdo por L. mexicana (Aguilar Torrentera, Laman et
al., 2002).

Nos detectamos concentracdes semelhantes de IL-10 nos sobrenadantes de
cultura de células de LNDP dos camundongos C57BL/6 WT, IFN-y KO e IL-12 KO na
infeccdo crénica (20° semana) induzida por 10° promastigotas de L. (L.)
amazonensis de fase estacionaria de cultura. Também os niveis de 1L-12p40
dosados em sobrenadante de cultivo foram similares entre os grupos de

camundongos C57BL/6 WT e IFN-y KO. Embora, nossos resultados em relagdo a
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produgdo de citocinas ndo sejam conclusivos, o0s experimentos com o0s
camundongos IL-12 KO e IFN-y KO mostram que a ag¢do da IL-12 e do IFN-y é
importante na resisténcia e que sua auséncia leva a extrema suscetibilidade a
infeccdo por L. (L.) amazonensis .

O papel de citocinas envolvidas na suscetibilidade/resisténcia a infeccéo por
L. (L.) amazonensis, continua sendo foco de interesse dado que existem relatos de
diferengas importantes na agao de citocinas na leishmaniose quando sao analisadas
espécies diferentes da classica L. (L.) major. Foi visto que na fase inicial da
infecgdo, camundongos C57BL/6 deficientes em IL-10 apresentavam um aumento
da resposta do tipo Th1, porém, este aumento n&o se correlacionava a cura da
infeccdo induzida por 5 x 10° promastigotas de L. (L.) amazonensis de fase
estacionaria de cultura (Jones, Ackermann et al., 2002).

Outros pesquisadores mostraram que, embora os linfocitos T CD4" ativados
sejam o0s responsaveis pela patologia nas infeccbes murinas  por
L. (L.) amazonensis, camundongos suscetiveis ndo desenvolvem uma resposta
imune do tipo Th2 polarizada, sugerindo um mecanismo diferente para a
suscetibilidade a esta doenga (Silva, Bertho et al., 1994; Soong, Chang et al., 1997).

A incapacidade para montar uma resposta do tipo Th1 eficaz, independente
da inibicdo pela resposta imune do tipo Th2 induzida por IL-4, foi associada com a
inaptidao de produzir (Rodriguez-Sosa, Monteforte et al., 2001) ou responder a IL-12
pela inibicdo da expressao da molécula IL-12Rp2 do receptor (Jones, Buxbaum et
al., 2000). Existem evidéncias, levando em conta o modelo utilizado, que as
leishmanias consideradas parte do complexo mexicana, como no caso da L. (L.)
amazonensis, subvertem a resposta imune langcando mao desta mesma estratégia

(Jones, Buxbaum et al.,, 2000; Rodriguez-Sosa, Monteforte et al., 2001; Aguilar
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Torrentera, Laman et al., 2002). Também é bem documentado que o parasito pode
inibir a produgao de IL-12 por macrofagos (Weinheber, Wolfram et al., 1998) e a
producao de IL-12 por células dendriticas (Bennett, Misslitz et al., 2001; Qi, Popov et
al., 2001); e promover as condigdes para as células dendriticas produzirem niveis
altos de IL-4 (Qi, Popov et al., 2001). Paradoxalmente, um estudo recente com L. (L.)
mexicana (Buxbaum, Uzonna et al., 2002), usando camundongos IL-127", sugere
que apesar da resisténcia a infeccdo depender de STAT4 (fator de transcrigéo
requerido para a sinalizagéo via IL-12), da resposta do tipo 1, e da sintese de IFN-y e
INOS , ela é independente de IL-12.

Em camundongos suscetiveis, Compton e Farrell (Compton e Farrell, 2002),
utilizando camundongos BALB/c CD28 KO, mostraram que na falta das interagdes
CD28-B7, os camundongos BALB/c resolvem a infec¢do por L. (L.) major e
desenvolvem uma resposta do tipo Th1. Observaram também que a resisténcia dos
camundongos BALB/c CD28 KO a infecgdo por L. (L.) major era dependente da
producao de IFN-y.

Quanto ao papel da molécula CD28 na resisténcia ou ndo dos camundongos
C57BL/6, nossos dados indicam que sua auséncia leva a um melhor controle da
infeccao e da lesdo induzida pela infecgédo por L. (L.) amazonensis. NOs verificamos
gue a auséncia desta interagdo nao prejudica a produgao de IL-12 e nem a de IFN-y.

Soong e colaboradores em 1997 (Soong, Chang et al., 1997), mostraram que a
ativagdo excessiva de células TCD4" levava ao agravamento das infecgdes por
L. (L.) amazonensis. Uma das nossas hipoteses para explicar o melhor controle da
infeccdo nos camundongos CD28 KO é que, a auséncia de estimulo pela molécula
CD28, levaria & menor ativacdo do compartimento TCD4" e consequientemente do

melhor controle da infecgdo por L. (L.) amazonensis, como observado em nossos
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experimentos. A menor quantidade de células observada em LNDP de
camundongos CD28 KO (figura 7) pode corroborar esta hipotese.

Acuto e Michel descreveram, em revisao recente (Acuto e Michel, 2003) que,
camundongos deficientes em CD28 tém sua resposta imune reduzida contra
patdgenos. A falta de coestimulagao do sistema imune por CD28 resulta na redugao
de proliferacdo de linfécitos T in vitro e in vivo, em inibicdo severa na formacao do
centro germinativo e na troca isotipica das imunoglobulinas, reduz a diferenciagéao
dos linfocitos T CD4" e também a sintese de citocinas do tipo Th2. A sinalizac&o via
CD28 aumenta a sintese de citocinas, como por exemplo, IL-12, IFN-y, IL-4;
quimiocinas, como por exemplo, MIP1(macrophage inflammatory protein 1;CC-
chemokine ligand 3, CCL3); receptores para citocinas e quimioquinas, como por
exemplo, receptor para IL-2 (IL-2R), IL-12R e CXCRS5 (CXC-chemokine receptor 5);
e receptores como CDA40 ligante (CD40L), CTL-A4 (cytotoxic T lymphocyte antigen
4), molécula coestimulatéria induzivel (ICOS), OX40 e 4-1BB, que tém seus ligantes
nas APCs. Estes eventos asseguram a transmissao do estimulo para uma segunda
onda de sinais (horas ou dias depois da interagao inicial do linfécito T com as APCs )
nos orgaos linféides secundarios e/ou apds migragcdo para os tecidos. Estas outras
interagdes sdo cruciais para a manutengao das fungdes dos linfécitos T efetores e
para o estabelecimento da memoéria de longa duragdo. A molécula CD28 é expressa
pela maioria dos linfécitos T murinos ativados. Seus receptores nas APC (como as
células dendriticas- DC, macrofagos e linfécitos B), s&o as moléculas CD80 (B7.1) e
CD86 (B7.2) que sO sado expressas apos a estimulagdo das APC (as DC nao
ativadas expressam pouca CD86 e nenhuma CD80). Uma vez deflagrada a resposta

imune inicial, a expressao de CTL-A4 que tem afinidade muito maior pelos mesmos
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ligantes, CD80 e CD86, sinaliza as vias de regulacdo negativas como mecanismo
para evitar hiperativagcao.

Recentemente, foi sugerido que a molécula ICOS era a molécula chave,
reguladora das respostas imunes do tipo Th1 e Th2 na infec¢ao por L. (L.) mexicana
(Greenwald, 2002) e do controle desta infeccdo. Os autores observaram que
camundongos suscetiveis 129S4/SvJae deficientes em ICOS infectados no dorso
com 5 x 10° amastigotas de L. (L.) mexicana desenvolveram lesdes cutdneas menos
acentuadas que os camundongos WT, embora até doze semanas de infecgao as
lesdes fossem similares nos dois grupos de animais. Eles observaram, também,
producao reduzida de citocinas do tipo Th1 e Th2 e defeito na troca isotipica para
IgG1 e IgG2 e nenhuma IgE especifica contra o parasita.

Em nossos experimentos, nés observamos que nem a dose, nem o tipo de
forma predominante no indéculo modificaram o fendtipo de maior resisténcia a
infeccdo por L. (L.) amazonensis na auséncia de CD28 nos camundongos com
fundo genético resistente (C57BL/6). Nossos resultados mostraram, ainda, que a
falta de co-estimulagdo via moléculas de CD28 leva a reduzida carga parasitaria,
menor estimulagao traduzida por menor aumento de células nos LNDP dos animais
infectados observada, principalmente, com indculos altos contendo prociclicos nao
infectantes.

Assim, podemos concluir que a coestimulacao via CD28 favorece o fenétipo de
maior suscetibilidade a infec¢do por L. (L.) amazonensis. As razdes para isto, por
enquanto, sdo especulativas e se baseiam na menor ativagdo dos linfécitos T e
menor celularidade devida a menor sintese de quimiocinas e atragdo de células alvo

imaturas (safe target), héspedes preferenciais da Leishmania.
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Resultados mais recentes publicados, em 2005, mostraram que nas primeiras
trés semanas de infecgdo por L. (L.) amazonensis, no local do in6culo e nos
linfonodos drenantes, existe um grande numero de linfocitos T CD4"CD25"CD86",
como também niveis altos de transcritos de FoxP3, TGF-beta1, e IL-10RI, indicando
acumulagao local de linfocitos Treg (Ji, Masterson et al., 2005). Estes estudos
mostraram ainda, que os linfécitos T CD4'CD25" produzindo IL-10, derivados da
lesdo, eram capazes de suprimir a proliferacdo e a produgao de IL-2 e IFN-y por
linfocitos T CD4"CD25" efetores in vitro. Seria interessante verificar a freqtiéncia de
células Treg nos animais CD 28 KO.

Este estudo abre uma discussao sobre o papel de linfécitos Treg contendo as
respostas imunes deletérias durantes a infecgcdo por Leishmania e enfatiza o
equilibrio entre os linfécitos efetores Treg e Th1 no desenvolvimento da
leishmaniose induzida por L. (L.) amazonensis.

Ainda é possivel que na auséncia de CD28, células TCD8 com atividade
citotéxica assumam um papel maior no controle da infeccdo. Experimentos
preliminares de quantificacdo de células TCD8 ativadas ndo revelaram diferencgas
entre camundongos CD28 KO e WT.

Os mecanismos usados pela Leishmania na forma promastigota para transpor
as barreiras da resposta inata e infetar os macrofagos, principal célula hospedeira,
sdo numerosos. Os promastigotas metaciclicos sobrevivem em ambiente indspito, o
fagolisossoma acidificado, diferenciam-se em amastigotas e se multiplicam. Uma vez
na forma amastigota, a Leishmania torna-se resistente aos mecanismos parasiticidas
da célula hospedeira que, por sua vez é também, a célula efetora responsavel pela

sua destruigao.
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Apos a interacdo com os linfocitos T efetores especificos e submetidos a acao
de citocinas pro-inflamatdrias, especialmente, o IFN-y, os macréfagos séo ativados e
passam a expressar oxido nitrico sintase (iINOS) e gerar grande quantidades de
oxido nitrico (NO), um poderoso agente microbicida. A producdo de NO e
metabolitos reativos do oxigénio como o superdxido, resulta na destruicao
intracelular da Leishmania.

Nés ndo achamos diferengas entre animais CD28 KO e seus respectivos
controles WT nas percentagens de macrofagos peritoneais parasitados e também na
quantidade de nitrito acumulada no meio de cultivo (indicativa da produgédo de NO).
Embora preliminares, estes experimentos sugerem que diferengas na internalizagao
dos parasitos pela célula hospedeira ou grandes diferengas de producdo de NO né&o
s&o as causas da maior resisténcia dos CD28 KO.

Entretanto, estes experimentos foram preliminares e identificar os
mecanismos que levam a maior resisténcia a leishmaniose nos animais CD28 KO,
podera indicar estratégias alternativas para o tratamento desta infecgdo, em
situacoes de ineficacia da medicagao. Por exemplo, o bloqueio da interacdo CD28/
CD80/ CD86 pela molécula de fusdo CTLA4-Ig pode reduzir os niveis de ativagao de

linfocitos T e facilitar o controle do parasitismo.



85

6 CONCLUSOES
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Nés concluimos que a inexisténcia de co-estimulagéo via moléculas de CD28

determinou maior resisténcia frente a infeccdo por L. (L.) amazonensis em

camundongos “resistentes” C57BI/6.

Conclusoées especificas:

» Quanto aos nossos modelos utilizando camundongos deficientes em citocinas IL-

12 e IFN-y que estdo relacionados com o desenvolvimento da resposta T CD4"
Th1, confirmamos com a infeccdo provocada pela L. (L.) amazonensis a
importancia destas citocinas na inducéo de resposta protetora do hospedeiro.
Nossos resultados mostraram que a falta de co-estimulagdo via moléculas de
CD28 leva a maior resisténcia a infecgéo por L. (L.) amazonensis, revelada pela
menor frequéncia de parasitos e por lesdes menores e estaveis nos
camundongos C57BL/6 CD28 KO quando comparado as lesdées nos
camundongos WT.

desenvolvimento controlado da infecgédo por L. (L.) amazonensis na auséncia da
co-estimulagdo via moléculas CD28 nos camundongos com fundo genético
resistente (C57BL/6), ndo foi alterado nem pela dose do inéculo nem pela forma
do parasita utilizado.

Todos os grupos experimentais apresentaram uma resposta imune do tipo Th1,
revelada pela presenca de IL-12 e IFN-y, e deficiéncia de resposta imune do tipo

Th2, revelada pela auséncia de |IL-4, porém com presenca de IL-10.

» A falta de co-estimulacao via moléculas de CD28 levou a uma menor estimulacao

dos linfonodos drenantes, traduzida pelo menor aumento de células nos LNDP

dos animais CD28 KO infectados por L. (L.) amazonensis.
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