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1. INTRODUCAO

As leishmanioses tém como agentes etiologicos protozoarios intracelulares do género
Leishmania, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Existem aproximadamente 21
espécies de leishmania, transmitidas por cerca de 30 espécies de flebotomineos, cinco delas
causam as trés principais formas da leishmaniose em humanos: Leishmania tropica e L.
major, a leishmaniose cutanea; L. braziliensis e L. mexicana, a leishmaniose muco-cutanea; e
o complexo L. donovani' que causam a leishmaniose visceral, no qual se encontram a L.
donovani® ¢ a L. infantum® no Velho Mundo, e a L. chagasi* no Novo Mundo, inclusive no
Brasil.

Lainson et al.” baseados em diferengas ecolégicas e epidemiolégicas, acreditam que a
L. chagasi seja realmente uma espécie autoctone da América do Sul, pois encontraram altas
taxas de infeccdo em canideos originarios da Amazodnia. Em fun¢do de suas caracteristicas
bioquimicas e moleculares muito semelhantes, alguns pesquisadores acreditam que a L.
chagasi e L. infantum s3o a mesma espécie®. Lukes et al.” acreditam que L. chagasi pode ter
origem na América do Sul, mas possa ter-se modificado apds a migragio para a Asia.

A leishmaniose visceral ¢ uma zoonose com ampla distribui¢do mundial, endémica,
que persiste em vdarios continentes compreendendo principalmente as regides tropicais e
subtropicais. Estd amplamente distribuida em 88 paises com uma prevaléncia superior a 12
milhdes de pacientes, com 2 milhdes de casos novos por ano ¢ 350 milhdes de pessoas
habitando em areas de risco®, sendo que 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem na
[ndia, Bangladesh, Nepal, Sudao e Brasil’.

No Brasil, tem sido apontada como uma doenga reemergente, caracterizada por nitido
processo de transicdo epidemioldgica. Nos ultimos anos apresentou incidéncia crescente em
areas onde ja ocorria e expansdo geografica para estados mais ao sul do pais, com franco
processo de urbanizagdo nas regides Nordeste e Sudeste'®. A regido Nordeste encontra-se com
65% do total de casos, seguida pela regido Sudeste (14%), Norte (14%) e Centro-Oeste (7%)".

As leishmanias sdo parasitas heteroxenos, completando o seu ciclo de vida em dois
hospedeiros, um vertebrado (canideos, roedores, humanos) e o outro invertebrado, sendo
dipteros hematofagos pertencentes ao género Phlebotomus, com vérias espécies no Velho

A : 11, 12 . . .
Mundo, e o género Lutzomyia no Novo Mundo * “. O vetor da leishmaniose visceral

" Resende SM. Comunicacdo pessoal: Coordenadoria de Controle de Zoonoses. Secretaria de Estado da Saude de
Minas Gerais. 2004.

HOFFMANN JL, 2008.
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americana no Novo Mundo ¢ a Lutzomyia longipalpis, pequeno mosquito de 2 a 3 mm, de
habitos peridomésticos e intradomiciliares'.

O ciclo de vida consiste em dois diferentes estdgios de desenvolvimento. Nos
vertebrados a leishmania apresenta-se esférica, imével e sem flagelo, forma denominada
amastigota, com aproximadamente 2,5 a 5 um de didmetro, que multiplica-se no interior dos
macréfagos do hospedeiro. O mosquito ingere macrdfagos contendo amastigotas durante o
seu repasto sanguineo, estas amastigotas sdo liberadas no interior da glandula salivar do
mosquito, aonde diferenciam-se em promastigotas prociclicas flageladas, e fixam-se ao
epitélio. Pelo processo de metaciclogénese, dividem-se e adquirem viruléncia, transformando-
se em uma forma infectante metaciclica, as quais desprendem-se do epitélio da glandula
salivar e migram para a faringe e cavidade bucal. Durante o repasto sanguineo, as
promastigotas sdo passadas para o hospedeiro vertebrado, aonde necessitam evitar sua
destrui¢do pelo sistema imune, e por meio de receptores que facilitam a sua fagocitose, serem
internalizadas pelos macréfagos. Dentro dos macréfagos, diferenciam-se em formas
amastigotas, multiplicam-se ¢ eventualmente rompem as células infectadas, sendo liberadas
para serem fagocitadas, iniciando o ciclo'.

Na leishmaniose visceral humana, as amastigotas permanecem dentro das células do
sistema fagocitico mononuclear de 6rgdos como medula 6ssea, baco, figado, linfonodos e
intestino. Normalmente o periodo de incubagao ¢ de 2-4 meses. Os sintomas incluem febre,
mal estar, progressivo estado debilitante caracterizado por anemia e protrusdo do abdomen,
devido ao aumento no tamanho do baco e do figado. Sinais clinicos incluem edema,
especialmente da face, sangramento nas mucosas, dificuldade respiratéria e diarréia. Pode
levar a 6bito dentro de 2 a 3 anos, se ndo tratada corretamente, sendo que em formas mais
agudas, a morte pode ocorrer dentro de 6 a 12 meses'.

Em funcdo do seu ciclo de vida, as leishmanias desenvolveram mecanismos
adaptativos para assegurar sua sobrevivéncia frente as condi¢des adversas encontradas tanto
no sistema digestivo do vetor quanto pela acdo do sistema imune do hospedeiro. Para entrar
no macrofago, utilizam receptores celulares que favorecem a endocitose das formas
promastigotas e, uma vez no macrdfago, ela ¢ protegida da degradagdo dentro dos
fagolisossomos por varios mecanismos que impedem a defesa celular. Alguns destes
mecanismos incluem: inibi¢do de enzimas hidroliticas, sinalizacao celular, fusao fagossomo-
endossoma, producdo de 6xido nitrico e de citocinas, como a IL-12 por exemplo, que ¢
necessaria para a resposta imune celular, e aumento dos niveis de IL-10, que ¢ associada com

o .. . . . r 1
a supressao da atividade leishmanicida dos macrofagos .

HOFFMANN JL, 2008.
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Durante a infec¢do o sistema imune controla tanto o nimero de leishmanias presentes
no organismo quanto a resisténcia a reinfeccao, mas pode também induzir patologia associada
ao parasitismo. As células T desempenham papel muito importante nesses eventos,
diretamente, por mediarem respostas celulares, e indiretamente, na regulagdo e produgdo de
anticorpos. Os linfocitos T constituem-se de duas principais subpopulagdes: células CD4
ativadas (CD4") e CD8 ativadas (CD8"). Em resposta aos antigenos protéicos dos
microrganismos, os linfocitos TCD4" auxiliares (Th) podem diferenciar-se em subpopulagdes
de células efetoras que produzem diferentes grupos de citocinas e, portanto determinam
funcdes efetoras distintas. As subpopulagdes mais bem definidas de linfécitos Th sdo
designados Thl e Th2, sendo o IFN-y, IL-2 e TNF-a as citocinas caracteristicas das células
Thl, e a IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 as citocinas definidoras das células Th2. A IL-12 ¢ a
principal indutora das células Th1, as quais produzem IFN-y, que promove a diferenciacdo em
Th1 e inibe a proliferacdo das células Th2. Inversamente, a IL-4 produzida pelas células Th2,
promove a diferenciagdo em Th2, e junto com a IL-10 inibe a diferenciacdo das Thl. A
diferenciagdo entre as subpopulacdes Thl e Th2 depende de trés fatores: as citocinas ja
presentes no ambiente do estimulo, o tipo de célula apresentadora de antigeno (APC), como
macrofagos por exemplo, e a natureza e quantidade do antigeno. Os macréfagos
desempenham um papel importante no curso da infec¢ao, servindo como células hospedeiras,
células apresentadoras de antigeno, que modulam a resposta imune celular especifica e, apds
ativacdo, como células efetoras na elimina¢do dos parasitas intracelulares. A principal funcao
das células Thl ¢ a defesa mediada por fagdcitos, especialmente contra microrganismos
intracelulares, como as leishmanias por exemplo, e das Th2 sdo as reacdes imunes mediadas
pela IgE e pelos eosinéfilos/mastocitos'.

A resposta imune na leishmaniose pode resultar em uma polarizacdo da subpopulacio
dos linfocitos T, levando a um fenétipo celular Th distinto, sendo que as citocinas produzidas
por estas células podem ativar mecanismos efetores particulares, que resultam em protecao
imune ou exacerbagdo da doenga. O padrdo da resposta Th determina a caracteristica da
infeccdo pela leishmania, sendo que a resposta Thl estabelece imunidade celular, controlando
a infeccdo e determinando resisténcia a reinfeccdo, ao passo que a resposta Th2 leva,
predominantemente, a resposta humoral e exacerbacao da doencga. Dependendo da espécie e
da resposta imunolédgica do hospedeiro, a infeccdo no homem leva a variadas manifestacdes
clinicas da doenca'®,

Dados de pacientes com leishmaniose visceral, causada pela L. donovani ou L.

chagasi, sugerem que o aspecto clinico ou a doenga progressiva pode estar associado,
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preferencialmente, a uma resposta imune tipo Th2'", caracterizada por profunda
imunossupressao da resposta Thl, desencadeando hipergamaglobulinemia e altos niveis de
complexos imune'®. No entanto, nos individuos com infecgéo aparentemente clinica, o padrio
de resposta Th1 e Th2 ndo ¢é bem definido, sendo que ambas citocinas ativadoras (INF-y, e IL-
12) e supressoras (IL-10, IL-3, IL-4 e TGF) sao detectadas’. Assim, a resposta Th ¢ menos
polarizada em humanos, mas Thl ndo responsiva ¢ caracteristica da leishmaniose visceral
ativa'®.

Em infecgdes experimentais com o género Leishmania, a resisténcia ou suscetibilidade
ao parasita ¢ determinada pela polarizagdo dos linfocitos T para subpopulagdes Thl ou Th2'®,
Estudos recentes, particularmente com a L. major, um dos agentes da leishmaniose cutanea
em humanos, definem o paradigma Th1/Th2 como resisténcia/suscetibilidade a infec¢do, e o
papel da IL-12 e IL-4, direcionando o desenvolvimento de células Thl e Th2,
respectivamente'’. No entanto, padrdo de resposta similar ndo tem sido observado na infecgio
pela L. donovani e L. chagasi, ambos agentes da leishmaniose visceral em humanos™.

Enquanto sdo disponibilizadas informagdes suficientes sobre a resposta imunoldgica
na leishmaniose cutanea experimental, a natureza da resposta imune na leishmaniose visceral

, . . . . 21
¢ ainda pouco compreendida, e diferente em muitos aspectos” .

1.1. Modelos murinos

O hamster dourado (Mesocricetus auratus) constitui um excelente modelo de estudo
da infec¢do experimental por cepas viscerotropicas de leishmania. O principal fator limitante
na utilizacdo deste modelo ¢ a pouca disponibilidade de reagentes para estudos
imunologicos®. Rodrigues et al.”* afirmaram que este é o modelo mais indicado para o estudo
da doenga progressiva em humanos, pois hamsters infectados com L. donovani ou L. chagasi,
desenvolvem doenga similar a leishmaniose visceral humana progressiva, com
hepatoesplenomegalia, hipoalbuminemia, hipergamaglobulinemia e pancitopenia.

O uso de camundongos para estudar a infec¢ao experimental com a utilizacao da L.
infatum na América do Norte tem vantagens sobre outros modelos, como caes e hamsters,
pois reagentes imunologicos para camundongos sao facilmente encontrados. Camundongos de
linhagens isogénicas podem ser prontamente adquiridos, e tém a vantagem de proporcionar
homogeneidade genética, quando comparados as racas de cdes de laboratorio”,
principalmente por reduzir variagdes genéticas entre individuos do mesmo grupo

experimental®.
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O resultado da infeccdo experimental depende da imunidade do hospedeiro, da
viruléncia da cepa, do numero de parasitas inoculados®® ¢ da via de inoculagio. Assim como
na infeccdo em humanos, diferentes espécies de leishmania produzem variadas e
incomparaveis manifestagdes em camundongos. O fendtipo murino suscetivel ou resistente ¢
definido de acordo com a magnitude da carga parasitaria que se desenvolve. Estes fenotipos
foram originalmente descritos em infec¢des com L. donovani. O mesmo padrio de resisténcia
ou suscetibilidade vale para a L. chagasi, pois a inocula¢io de 1 x10’ promastigotas pela da
veia da cauda, e avaliacdo da carga parasitaria no baco e no figado, indicam que camundongos
Balb/c e C57BL/10 sdo suscetiveis, ao passo que camundongos C3H sdo resistentes a
infec¢io”’.

Segundo Wilson et al.?*, na infeccdo com L. donovani, L. chagasi ou L. infantum as
linhagens de camundongos A/Jax, CBA, C3H.HeJ e DBA/2 sdo resistentes, enquanto que
C57BL/6, C57BL/10, B10.D2 e Balb/c sao suscetiveis. A resisténcia a infec¢ao esta associada
a ativagdo de células TCD4 Thl especificas, que produzem IFN-y, ativando os macréfagos
para destruirem os parasitas intracelulares. Inversamente, a ativacdo das células Th2 pelo
protozodrio resulta no aumento da sobrevivéncia do parasita e exacerbacdo das lesdes em
razdo das a¢des supressivas de suas citocinas nos macréfagos'*.

Camundongos inoculados com reduzido nimero de parasitas produzem citocinas do
tipo Th1*°, enquanto que camundongos inoculados com maior numero de parasitas produzem
citocinas do tipo Th2*°. Animais inoculados com numero variavel de parasitas, produzem
tanto citocinas Th1 quanto Th2, o que pode ser interpretado erroneamente como uma resposta
imune mista, comprometendo os resultados™.

De acordo com Roldo et al.”’, a inoculagdo intraperitoneal de L. infantum em
camundongos BALB/c resultou em alta homogeneidade da infec¢do, sugerindo assim que esta
via deveria ser utilizada preferencialmente em infec¢des experimentais. A inoculagdo
endovenosa também foi capaz de produzir a infec¢do progressiva em camundongos, mas
observou-se uma alta dispersdo dos valores da carga parasitdria entre estes animais,
possivelmente devido a perda de parte do inoculo nos tecidos adjacentes. Sabe-se que a
inoculagdo de espécies de leishmanias viscerotropicas pela via cutanea ndo desenvolve a
forma visceral da doenga®".

I.>* mostraram que a infec¢do intradérmica com 10’

Recentemente, Ahmed et a
parasitas resultou em doenca visceral, mas a evolugdo ¢ subsequente resposta imune, foi
menos intensa que na infeccdo endovenosa com alta dose, que ¢ amplamente utilizada em

modelos murinos de leishmaniose visceral.
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De acordo com Mbati*® a dose intraperitoneal de 10® promastigotas de L. donovani é
recomendada para o estabelecimento da leishmaniose visceral em camundongos. A dose de
10° resulta numa carga parasitaria variavel, ¢ uma dose alta de 10'' resulta em morte dos
camundongos Balb/c. Devido as diferengas dos parasitas e da linhagem dos hospedeiros, ¢
recomendavel que cada laboratorio determine a sua dose infectante 6tima individual, bem
como a via de administracao.

O modelo da leishmaniose visceral mais estudado ¢ com a linhagem de camundongo
Balb/c infectados com L. donovani ou L. chagasi®*. O curso da infecgdo visceral pela L.
chagasi em camundongos Balb/c mimetiza estritamente a infecgdo pela L. donovani, ja que o
camundongo expressa inicialmente um fenotipo suscetivel, mas posteriormente desenvolve
auto-cura'’. A maioria dos estudos com cepas de leishmanias viscerais utiliza 10’ parasitas
por camundongo, sendo que a aplicacdao de doses diferentes pode dificultar a comparaciao dos

25
resultados™.

1.2. Carga parasitaria

Quando se examinam o6rgaos distintos, os modelos experimentais de leishmaniose
visceral sdo representagdes claras da diversidade imune do hospedeiro contra a infeccao. A
infeccdo hepatica ¢ usualmente auto-limitante, sendo um exemplo de resposta inflamatoria
granulomatosa dominada por células mononucleares, envolvendo células de Kupffer,
mondcitos, células TCD4" e TCDS". Multiplas citocinas, incluindo IFN-y, IL-12, IL-4 e niveis
moderados de TNF-a produzido no granuloma hepatico, contribuem para combater a infecgao
no figado™.

Engwerda et al.* avaliaram a carga parasitaria no bago e no figado de camundongos
infectados com amastigotas de L. donovani. No figado, o aumento das amastigotas ¢ evidente
nos primeiros momentos apds a infec¢do, sendo controlado por volta do 282 dia, com
formag¢do de granulomas maduros. No baco, apds a fase aguda onde a replicagdo das
amastigotas ndo ¢ evidente, ocorre uma exagerada esplenomegalia, perda da micro arquitetura
e persisténcia de amastigotas.

De acordo com Kaye et al.*® a resisténcia hepatica esta correlacionada com a produgéo
de intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio, que no estagio inicial da infecgdo, tém
papel significativo contendo a multiplicagdo do parasita. Durante a fase tardia da infeccao,
quando a resisténcia hepatica ¢ evidenciada pelo declinio no nimero de amastigotas, o gene

que regula a sintese do o0xido nitrico (NOS-2) mostra-se dominante, ¢ a producdao do 6xido
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nitrico (NO), molécula final efetora necessaria para a morte do parasita intracelular, ocorre em
macréfagos ativados por citocinas das células T.

Simultanea a resolugdo da infecg¢@o hepatica, ocorre o crescimento das amastigotas no
bago, provocando destrui¢io patolégica®’. Os parasitas persistem no bago e na medula 6ssea
por mecanismos pouco compreendidos. A persisténcia dos parasitas ¢ acompanhada por falha
na formagdo do granuloma e por uma variedade de mudancas patologicas, incluindo
esplenomegalia, alteracdo da micro arquitetura do tecido linféide e aumento da atividade
hematopoiética™.

A infeccdo pela L. donovani em camundongos resulta em aumento precoce da carga
parasitaria, com subsequente controle durante o curso da infec¢do. Este controle ¢ associado
com o desenvolvimento de resposta imune celular parasito especifica, envolvendo tanto
células TCD4" quanto TCD8"; produgdo de IFN-y pelas células T esplénicas; formacdo de

granulomas hepaticos, e geragio endogena de TNF-o*®.

1.3. Producao de citocinas

O papel protetor da IL-12 na leishmaniose visceral tem sido atribuido a sua habilidade
em ativar os macréfagos, aumentando a atividade leishmanicida. A IL-12 produzida pelos
macrofagos infectados induz a ativagdo das células natural killers (NK), diferenciacdo de
células Thl e produgio de IFN-y'’. O INF-y estimula os macréfagos a produzirem a iNOS
(sintetase induzivel do 6xido nitrico), enzima que catalisa a formagao do NO*, responsavel
pela destrui¢do do parasita e pela resisténcia a infec¢do. Falha na produgdo da IL-12 ou
alternativamente produgdo de IL-4/IL-13, juntamente com a IL-10, resulta em replicacao
irregular do parasita dentro das células infectadas'”.

Kaye et al*® afirmaram que a inabilidade para controlar a infecgo visceral aguda da L.
donovani em camundongos suscetiveis, esta associada com a baixa capacidade de células do
bago produzirem INF-y in vitro, e ndo com a producao de citocinas Th2, como IL-4 e IL-5.
Por outro lado, Murray et al.** afirmam que camundongos Balb/c deficientes em células T ndo
controlam a infecgdo pela L. donovani, pois ndo formam granulomas ¢ nem produzem IFN-y.

Murray et al.** utilizando anticorpos monoclonais anti-IL-2 e IL-2 recombinantes,
mostraram o papel da IL-2 na atividade leishmanicida, aparentemente pela inducao de IFN-y e
formagdo do granuloma.

A IL-10 era originalmente descrita como uma citocina produzida especificamente por

. + . TR .
células TCD4 Th2, mas estudos mais recentes demonstraram que esta citocina ¢ secretada
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tanto por células Thl quanto Th2. Novos relatos tém mostrado que a producao de IL-10 por
células efetoras Thl ajudam a limitar o dano colateral causado por uma inflamagdo exagerada.
No entanto, este controle pode também limitar a eficiéncia da resposta imune, resultando em
falha no processo para eliminar o patogeno*'.

Nos humanos, a severidade e as lesOes teciduais da LV estdo relacionadas com os
aumentos de IL-10 no soro*”. Esta citocina ¢ considerada reguladora da resposta do tipo Thl
e/ou dos macrdofagos teciduais parasitados durante a leishmaniose visceral humana, pois
reducdo na atividade da IL-10 aumenta, quase que invariavelmente, a resisténcia em
hospedeiros com resposta Th1 estavel, e aparentemente satisfatoria™.

Embora o TGF-f seja induzido pela forma latente do parasitismo e tenha significativa
atividade na promocgao da doenca visceral, a IL-10 ¢ a principal citocina imunossupressora na
leishmaniose visceral, podendo ser produzida pelas células do hospedeiro, células Th2 e/ou
pelas células T reguladoras Tregs'’.

Murray et al.** observaram que tratamentos com anticorpos monoclonais anti-receptor
para IL-10 (IL-10R) induziram a morte dos parasitas intracelulares por macréfagos do figado
em camundongos infectados com L. donovani. O bloqueio do receptor de IL-10 mantido pela
proteina 40 da IL-12 aumentou consideravelmente o nivel de INF-y no soro, a expressdo de
iNOS no tecido, bem como a quantidade de estruturas semelhantes a um granuloma. Estes
autores concluiram que com o IL-10R bloqueado, a IL-10 enddgena livre inibe sua produgio,
favorecendo a resposta de citocinas do tipo Thl (IL-12 e INF-y), o que regula a morte da L.
donovani. Portanto, esta citocina mostra ter papel na suscetibilidade em modelo experimental
de leishmaniose visceral®,

Murphy et al.* examinaram o papel da IL-10 na resisténcia durante a infecgdo
experimental pela L. donovani. Apés 14 dias de inoculagdo, o curso da infecgcdo foi
examinado em camundongos Balb/c ¢ C57BL/6 desprovidos do gene da IL-10 (IL-107),
sendo que estes animais foram resistentes a infec¢do, pois a carga parasitaria do figado foi dez
vezes menor que a do grupo controle, que eram camundongos com o gene para IL-10 (IL-
10""). Esta resisténcia nos camundongos Balb/c IL-107 foi acompanhada pelo aumento da
producdo de INF-y e 6xido nitrico. Apds tratamento in Vivo com anticorpos neutralizantes
para INF-y ou IL-12, a suscetibilidade nos camundongos Balb/c IL-107 infectados foi maior.
Estes estudos em conjunto demonstram que a IL-10 é um componente critico na resposta
imune, inibindo a resisténcia na infecgdo pela L. donovani.

Em camundongos infectados com L. major, a IL-4 esta entre as citocinas associadas

com a nao resolug¢do da infeccdo por trés razdes: pela indugdo e expansao de células Th2
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estarem claramente associada com um resultado desfavoravel da infecgdo; a neutralizacao da

IL-4 por anticorpos ou por receptores soluveis de IL-4 (IL-4R) conferir protecao; e fungdes

inibitérias sobre os macrofagos mostraram ser mais proeminentes do que seus efeitos
. Lo 46

estimulatérios™ .

. . . o , . e eqe 21. 42
Na leishmaniose visceral, a IL-4 ndo esta associada a suscetibilidade”

, pois o efeito
protetor da IL-4 em estdgios precoces da infec¢ao tem sido relatado em camundongos
suscetiveis a infeccdo pela L. donovani’’. A IL-4 tem demonstrado ndo exacerbar a
leishmaniose visceral murina, como tem na progressao da doenga cutanea. Além disso, esta
bem estabelecido que ndo somente pode-se induzir resposta Th2 independente da IL-4, mas
que a IL-4 sob certas circunstancias pode primar pela produgdo da IL-12 produzindo uma
resposta Th1. Embora a IL-4 e a IL-13 possam promover a progressao da doenga em modelos
apropriados, tanto da leishmaniose do novo quanto do velho mundo, aparentemente estas
citocinas podem atuar aumentando a resposta de prote¢do Thl contra a doenga visceral
causada pela Leishmania donovani'’.

Miralles et al.*® examinaram tecido hepatico de camundongos infectados com
amastigotas de L. donovani, pela expressdo de genes de citocinas associadas com o perfil Thl
(IFN-y e IL-2) e Th2 (IL-4 e IL-10). Nas quatro primeiras semanas a carga parasitaria no
figado de camundongos infectados aumentou, mas declinou com o desenvolvimento de
resisténcia adquirida. Detectaram pelo RT-PCR a presenca de RNA mensageiro (mRNA) da
IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10, sugerindo assim a indugdo de mRNA de citocinas relacionadas
tanto com o perfil Thl como Th2. Como detectaram a presenga de mRNA de IFN-y também
pelo Northernblot, sugeriram que a infeccdo induziu no figado, uma resposta
preferencialmente Thl. Estes autores afirmam que em camundongos capazes de controlar a
infecgdo pela L. donovani, a resposta Th2 ¢é insuficiente para alterar o curso da infec¢@o, ou
mais provavelmente, camuflada pela resposta Thl.

Melby et al.*® para melhor compreenderem o mecanismo relacionado com o controle
da infec¢do pela L. donovani, estudaram a evolugdo e a resposta imune celular esplénica em
modelo murino utilizando camundongos Balb/c, que ¢ representativo da infec¢dao subclinica
humana. Analisaram a produgdo in situ das seguintes citocinas: 1L-4, IL-10, IL-12, IFN-y ¢
TGF-B, por imunoistoquimica. Observaram que apds a inoculagdo da L. donovani, os parasitas
se localizaram primariamente e em grande quantidade, nos macrofagos esplénicos da polpa

vermelha. No inicio do curso da infec¢do, observaram que a producdo de IL-10 na zona

marginal e a producdo de TGF- por células da polpa vermelha foi mais intensa. No 282 dia
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da infecc¢do, quando a carga parasitaria visceral do baco e do figado comegou a declinar, o
numero de células do bago produtoras de IL-10 comegava a retornar para niveis basais. No
entanto, a producdo de IFN-y era alta e o nimero de células produtoras de IL-12 foi
aumentando consideravelmente. Além disto, as células T e células dendriticas migraram para
o foliculo linféide e zona marginal da polpa vermelha, onde os parasitas se localizavam. Estes
achados sugerem que o controle da infec¢do esta associado com a produgdo de IFN-y e IL-12,

e migracdo de células T e dendriticas, para o local do parasitismo cronico.

1.4. Leishmaniose e imunossupressao

As leishmanias persistem no organismo apds o tratamento, da mesma forma que nas
infecgdes assintomaticas. A presenga do parasita pode ser vista como um fator benéfico na
manutengdo da memoria imunolédgica pelas células T, conferindo resisténcia a re-infec¢ao. Por
outro lado, a leishmania persistente representa um risco em condi¢des de imunossupressdo, € na
ultima década intimeros relatos tém definido as leishmanioses como infecgdes oportunisticas®.

De acordo com Ferreira e Borges™’, 0s protozoarios sdo os patogenos mais importantes
que causam infecgdes em hospedeiros imunocomprometidos. Estes microrganismos infectam
particularmente individuos com imunidade celular diminuida, como no caso de transplantes,
neoplasias hematoldgicas, pacientes que utilizam altas doses de glicocorticdides e pacientes
com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida. Entre eles se destacam o Toxoplasma gondii,
Trypanossoma cruzi, Leishmania sp e Cryptosporidium parvum.

Em pacientes imunocomprometidos, a leishmaniose ¢ uma doenca severa que ameaca
a vida, caracterizada por disseminac¢do e envolvimento visceral, manifestagdes atipicas e baixa
resposta a terapia. Como a defesa imune contra a leishmania ¢ mediada por células T e
producdo de citocinas, alteragdes nestes mecanismos por drogas imunossupressoras podem
favorecer o desenvolvimento da leishmaniose visceral e prejudicar a resposta do organismo a
terapia’'.

Glicocorticoides, incluindo o acetato de hidrocortisona e a dexametasona, sdo drogas
antiinflamatérias imunossupressoras utilizadas em um amplo espectro em doencas™ >°. Estas
drogas utilizadas s6s ou em combinagdes, tem varios efeitos imunossupressores ¢ podem
alterar o curso da infeccdo do Toxoplama gondii e da Leishmania®. A dexametasona é
conhecida por varias propriedades imunossupressoras, especialmente com relagdo a produgio
de citocinas pro-inflamatorias como IL-2 e IFN-y>*, mas seus efeitos no perfil Th1/Th2 ndo

~ 49
estdo claros™.
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1. os efeitos antiinflamatorios e imunossupressores dos

Segundo Finamor et a
glicocorticoides se devem as suas acdes interferindo na circulacdo das células imunes,
principalmente diminuindo o nimero de linfocitos T periféricos e também inibindo a
migracdo de neutrdfilos para o local da inflamacdo; promoverem apoptose das células
linféides; inibirem a sintese de citocinas; modularem direta ¢ indiretamente a fungdo das
células B; e inibirem a proliferacdo dos monocitos e sua diferenciagdo em macrofagos, bem
como suas fungdes fagociticas e citotoxicas.

Moynihan et al.’, utilizando modelo experimental ndo infectado, sugeriram que os
glicocorticdides poderiam regular diferencialmente a producdo de citocinas Thl versus Th2.
Observaram que a dexametasona suprimiu a produgdo de IL-2, IL-4 e INF-y. Alguns estudos
mostram que glicocorticoides favorecem tanto a produgdo de citocina do tipo Th1°’ como do
tipo Th2®, ou ainda causam imunossupressdo seletiva na imunidade celular Thl e uma
mudanga em dire¢do a imunidade humoral mediada por células Th2%.

Franchimont et al.”’ investigaram o efeito da dexametasona no perfil de citocinas
secretadas em cultura de células sanguineas de pacientes saudaveis. Este estudo mostrou que a
inibicao da secrecao de citocinas pela dexametasona ¢ mais consideravel em citocinas do tipo
Th1 do que em citocinas tipo Th2, mostrando que os glicocorticéides podem induzir mudanga
no perfil de secre¢do de citocinas Thl para Th2.

Rousseau et al.* verificaram que a administra¢io prolongada de dexametasona induz
limitada reativagao da leishmaniose visceral murina, com um modelo nao claro de citocinas
Thl e Th2, reduzindo a producao das citocinas IL-2, IFN-y, IL-4 ¢ TNF-a em camundongos
Balb/c infectados cronicamente. Observaram ainda que a carga parasitaria dos camundongos
tratados com dexametasona na fase cronica da infec¢do com L. infantum aumentou apenas no
baco, ndo havendo reativacdo no figado e na medula 6ssea. Verificaram também, que
camundongos ndo infectados e tratados com dexametasona pela via subcutanea, trés vezes por
semana, na dose de 2 mg/kg, apresentaram a contagem de linfocitos TCD3, TCD4 e TCD8
reduzidas em aproximadamente 80% no 31° dia de tratamento, quando comparado com
camundongos ndo infectados e ndo tratados.

As propriedades imunomodulatorias da pentoxifilina e seus efeitos inibitorios
sinérgicos com glicocorticdides fazem desta droga um potencial agente de suporte para o
tratamento de doencas autoimunes humanas. Além disso, a pentoxifilina pode reduzir a dose
necessaria de corticosterdides no tratamento de varias doengas inflamatorias, diminuindo os

. . ’ 4
efeitos adversos inerentes ao longo periodo de tratamento™*.

HOFFMANN JL, 2008.



Introducdo 24

r

A pentoxifilina ¢ utilizada clinicamente para tratar pacientes com doenga vascular
periférica. Seus principais efeitos sdo: aumento na deformabilidade das células vermelhas do
sangue, diminui¢do da viscosidade sanguinea, aumento dos niveis de adenosina monofosfato
ciclica (AMPc), que leva a inibi¢do da sintese de tromboxano, € um aumento na sintese de
prostaciclinas. Com isso, a agregagdo plaquetaria e adesdo na parede dos vasos sio inibidas. E
também conhecida por diminuir a expressao de antigenos MHC de classe II e por inibir a
secrecdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias pelas células mononucleares periféricas,
como por exemplo TNF-q, IL-1p, IL-6, IFN-y e MCP-1°".

As principais acdes celulares da pentoxifilina sdo modulagdes na producdo de
citocinas de maneira dose dependente, como a sintese de TNF-o pelos macrofagos, sintese de
IL-2, IL-12 e INF-y, e influéncia na producao de outras citocinas como IL-4, IL-6 e IL-10.
Isto indica que a pentoxifilina atua estimulando alteragdes na resposta celular da populagdo
Th1 para Th2. A modulacdo extrinseca da resposta imune induzida por esta droga pode ajudar
a compreender melhor a maneira pela qual as células participam na patogénese da doencga e os
fatores relacionados a elas, principalmente as citocinas. Além disso, a pentoxifilina tem uma
importante a¢do nos leucdcitos polimorfonucleares, principalmente pela neutralizagdao dos
efeitos estimulantes da IL-1 e do TNF-a sobre as células. Esta droga tem mostrado uma agao
inibitoria potente na produgdo da IL-12 e da sintese de TNF-a pelos macrofagos peritoneais'®.

Funk et al.>* indicam que a pentoxifilina exerce uma seletiva supressio na producio de
citocinas associada ao perfil Thl, mas ndo ao perfil Th2, sugerindo o uso em potencial desta
droga como agente antiinflamatério. E uma droga com boa tolerancia e ampla utilizago
terapéutica, imunossupressora em combinagdo com glicocorticoides ou ciclosporina A,
podendo servir como ferramenta util para melhor compreender o mecanismo regulatério
complexo de indu¢do das citocinas e possivel interven¢do farmacolégica.

Gangneuxs et al.”> avaliaram o efeito da terapia imunossupressora no curso da
infec¢do de Leishmania infantum em modelo murino por meio do imunofendtipo das células
do bago, carga parasitaria dos tecidos e producdo de citocinas (IL-4 e INF-y). Utilizaram
formas promastigotas de L. infantum para infectar (dia 0) o grupo controle, e dois grupos de
camundongos Balb/c que foram tratados a partir do 10° até 40° dia com acetato de
hidrocortisona e dexametasona+pentoxifilina. A administragdo da hidrocortisona aumentou a
carga parasitaria apenas no baco, ndo alterando a do figado. Um aumento significativo da
carga parasitaria tanto no baco quanto no figado, foi obtido somente quando os camundongos
foram tratados com dexametasona+pentoxifilina. A andlise da produgdo de citocinas revelou

menor producao de IFN-y, comparado ao grupo controle, e a concentragdao de IL-4 nao diferiu
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entre os trés grupos. Com estes resultados eles concluiram que o aumento da carga parasitaria
ndo estava associado com o imunofendtipo de células especificas do bago ou com o perfil de
secrecao de citocinas Thl e Th2.

Diante da crescente ocorréncia e severidade da manifestacdo da leishmaniose visceral
em hospedeiros imunossuprimidos, ¢ de extrema importdncia conhecer o comportamento
imunologico nesta situacdo. Estudos neste sentido sdo necessarios para se compreender melhor
como ¢ a resposta imune do hospedeiro, para viabilizar o desenvolvimento de vacinas com o
objetivo de se prevenir a doenca tanto em humanos quanto em animais', ¢ ainda possibilitar a
utilizacdo de citocinas exdgenas, que auxiliardo na recuperacdo ou cura, de pacientes

imunossuprimidos infectados.
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2. OBJETIVOS

A partir da infecgdo de camundongos Balb/c com Leishmania chagasi e posterior

imunossupressao utilizando dexametasona associada a pentoxifilina, pretende-se avaliar:
1) Os efeitos da infec¢@o e da imunossupressao no peso dos animais e do bago;
2) Os efeitos da infec¢@o e da imunossupressao na carga parasitaria do bago e do figado;

3) Estudar os aspectos imunopatologicos, quanto a producdo de citocinas no bago, em animais

infectados e imunossuprimidos.
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3. MATERIAL E METODOS

Os trabalhos experimentais foram realizados no biotério do servico de Moléstias
Infecciosas dos Animais, e nos laboratérios do Nucleo de Pesquisa em Zoonoses — NUPEZO,
ambos no Depto. de Higiene Veterinaria e Saude Publica, Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, ¢ no Laboratorio para Imunologia da Paracoccidioidomicose do Depto. de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias, todos localizados no campus da

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, em Botucatu/SP.

3.1. Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos machos da linhagem Balb/c com sete
semanas de idade, adquiridos no Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica —
CEMIB — UNICAMP — Campinas/SP, local de exceléncia na producdo de animais isogénicos
para utilizagdo experimental. Os animais foram mantidos sob condi¢des especificas livre de
patdégenos, recebendo ragdo comercial e agua ad libidum, em caixas de polipropileno
colocadas em estante ventilada ALESCO, modelo ALE 99002-001 com “no break”,

localizada em sala adequada com janelas e portas teladas com malha fina.

3.2. Cepa de Leishmania chagasi

Em cada um dos dois experimentos realizados foram utilizadas para a infeccao formas
amastigotas de Leishmania chagasi cepa M6445, gentilmente fornecida pelo Laboratorio de
Protozoologia do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo — Faculdade de Medicina da
USP. A cepa foi mantida por passagens a cada 60 dias, em hamster Sirio Dourado
(Mesocricetus auratus), criados ¢ mantidos em estante ventilada no Nucleo de Pesquisa em

Zoonoses da FMVZ-UNESP em Botucatu/SP.
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3.3. Grupos experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais a saber:
GRUPO 1 (G1): 16 camundongos ndo infectados e ndo imunossuprimidos;
GRUPO 2 (G2): 21 camundongos ndo infectados e imunossuprimidos com pentoxifilina +
dexametasona;
GRUPO 3 (G3): 17 camundongos infectados com Leishmania chagasi;
GRUPO 4 (G4): 20 camundongos infectados com Leishmania chagasi e imunossuprimidos

com pentoxifilina + dexametasona;

3.4. Infeccao

Na infec¢do, denominado dia zero, os grupos G3 e G4 foram anestesiados com
Ketamina/Xilazina, na dose 100mg/Kg e 10mg/Kg, respectivamente, por via intramuscular de
acordo com Curl e Peters®, para facilitar a manipulagio, o procedimento de infecgio e
minimizar a perda do inéculo. Em seguida, foram infectados com 107 amastigotas/100uL de
solugdo salina via intravenosa, no seio infra-orbitario. Os animais dos grupos Gl e G2
também foram anestesiados e inoculados com 4gua para inje¢cdo, com o mesmo volume e pela
mesma via da infecgao.

O protocolo de infecgdo foi realizado segundo Stauber et al.*’, no qual as formas
amastigotas da L. chagasi (cepa M6445) foram purificadas do bago de hamster Sirio Dourado
por meio de centrifugacdo diferencial. O hamster foi eutanasiado com aproximadamente dois
meses ¢ meio de infeccdo, o baco foi acessado pelo flanco dorsal esquerdo, retirado e
acondicionado em uma placa de Petri estéril, previamente pesada. A placa foi pesada
novamente, para proceder o calculo do peso do bago, e com um fragmento realizou-se imprint
em lamina, que foi corada pela técnica rapida descrita como Panotico. A contagem do niimero
de formas amastigotas presentes, foi realizada de acordo com a formula:

N2 de amastigotas no bago = n2 amastigotas / 100 cél. nucleadas x peso do bago (mg) x 2 x10°

O bago foi macerado em 5 ml de solugdo salina em macerador apropriado, até a
obtencdo de uma solucdo homogénea, a qual foi transferida para um tubo tipo Falcon de
I15mL, que foi centrifugado durante 10 minutos, a 400 RPM, a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo Falcon de 15 mL e este, centrifugado por 10 minutos, a 2800
RPM, a 4°C. Com isso, o sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspendido no volume
necessario para a obtencio de 10® amastigotas/mL de acordo com a formula:

N¢ de amastigotas no bago / volume que sera diluido = n2 amastigotas/mL
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De acordo com a literatura a dose de 10" amastigotas produz uma infecgdo
homogénea, sem risco de vida para os animais. O volume foi fixado em 100uL, que ¢
adequado a via proposta para a infec¢do e ao tamanho dos animais, obtendo 10°

amastigotas/mL.

FIGURA 1. (A) Aspecto clinico e (B) Imprint do baco de hamster Sirio Dourado
(Mesocricetus auratus) com aproximadamente 60 dias de infecgdo. Visualizagdo em

microscopio optico sob 6leo de imersdo em aumento de 1.000x. Coloragdo: Pandtico.

Botucatu, 2008.

FIGURA 2. Infec¢do intravenosa no seio infra-orbitario. Botucatu, 2008.
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3.5. Imunossupressao

Os animais dos grupos G2 e G4 foram imunossuprimidos durante 30 dias, do 60 ao
90% dia pods-inoculacao (PI), com 200 pL/dia contendo 15mg/kg de dexametasona
(Decadron®) intraperitoneal, e 300 pL/dia contendo 150mg/kg de pentoxifilina (Trental®) pela
via subcutanea, na regido dorso escapular™. Os animais dos grupos G1 e G3 foram inoculados

com agua para inje¢do seguindo o mesmo protocolo da imunossupressao.

3.6. Coleta das amostras

Quatro animais dos grupos G1, G2, G3 e G4 foram eutanasiados, em camara saturada
de vapor de isofluorano, nos dias 30, 60, 75 e 90 pos-inoculag¢ao (PI), totalizando 16 animais
por dia. No dia 75, os animais do G2 ¢ G4 estavam com 15 dias de imunossupressdo, e no dia
90 com 30 dias de imunossupressao.

Todos os animais de cada grupo foram pesados em balanga analitica de precisdo nos
dias 60, 75 e 90. Nestes mesmos dias, o baco foi removido de maneira asséptica, sendo

fotografado e pesado.

3.7. Carga parasitaria

A carga parasitaria foi pesquisada pela técnica de microtitulacdo em cultura de acordo
com Buffet et al.**, pois ¢ mais sensivel do que o método de imprint®. Foram pesados
fragmentos do bago e do figado, em seguida macerados utilizando pistilo em cadinho
contendo 4 mL de meio drosophila de Schneider, suplementado com 20% de soro fetal bovino
inativado/estéril, e penicilina/estreptomicina (10.000UI/mL e 10mg/mL respectivamente). Em
condigdes estéreis, foram preparadas placas de microtitulagao de 96 pocgos, nas quais 300uL
do homogenato de cada 6rgdo foram colocados em quadruplicata na coluna 1. Em seguida
realizaram-se dilui¢des sucessivas, transferindo-se 75uL sobre 225ul. de meio de cultura
previamente colocados nas colunas 2 a 12, obtendo-se dilui¢des de 4 (coluna 2) até 4.194.304
(coluna 12). As placas foram incubadas sob temperatura controlada entre 26 a 28°C por 7 dias,
em estufa a 37°C em tenséo de 5% de CO,, sendo entdo observadas em microscopio invertido,
no aumento de 200x. O titulo final foi determinado pela maior diluicdo para a linha observada
que ainda continha pelo menos um parasita viavel. O nimero de parasitas por grama de tecido
foi calculado da seguinte forma: (média geométrica dos quatro titulos / peso do fragmento)

x400.
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3.8. Obtencao do sobrenadante da cultura de células esplénicas

Aproximadamente metade do bago de cada camundongo foi retirado, acondicionando-
se em placas de petri 20 x 100mm contendo 5ml de meio de cultura de células RPMI1640, e
macerado com o auxilio de uma peneira de nylon e pistilo. O material foi recolhido e
centrifugado em tubos tipo Falcon de 15mL, durante 10 minutos, a 1500RPM, a 4°C. Em
seguida, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento de células desprendido por
homogeneiza¢ao em 2mL de meio completo para cultura de células (MCCC: RPMI 1640,
acrescido de 10% de soro fetal bovino inativado/estéril, 1% de penicilina
(10.000UI/mL)/estreptomicina (10mg/mL) e enriquecido com 1% de L-Glutamina).
Procedeu-se a contagem em camara de Newbauer, utilizando liquido de Turk para melhor
visualizacdo, sendo a concentracdo final ajustada para 5x10° células/mL. A seguir, 900uL
desta suspensao foram distribuidos em triplicata em placas de microcultura de 48 pogos de
fundo chato. Essas células foram estimuladas com 100pL de MCCC, 10pg/mL do mitégeno
concanavalina-A e 10pg/mL do antigeno® de Leishmania chagasi. Estas placas foram
incubadas a 37°C em tensdo de 5% de CO, por 48 horas, para subsequente colheita do
sobrenadante, que foram armazenados congelados em freezer a -80°C para posterior dosagem

das citocinas.

Producéo do antigeno de Leishmania chagasi

A produgdo do antigeno foi a partir da cultura de formas promastigotas de Leishmania
chagasi em 30-40mL de meio drosophila de Schneider, suplementado com 20% de soro fetal
bovino inativado/estéril, e penicilina/estreptomicina  (10.000U/mL e 10mg/mL
respectivamente), por 10-15 dias em temperatura de 28°C. Apds este periodo, a cultura foi
centrifugada a 3.000 RPM por 10 minutos em tubo tipo Falcon de 50mL. O meio foi
deprezado e o sedimento ressuspendido em 10mL de solucdo salina tamponada de fosfatos
(SST) 0,0IM, pH 7,2, estéril. Centrifugou-se novamente a 3.000 RPM por 10 minutos,
desprezando-se o sobrenadante. Esta operacdo foi repetida por mais duas vezes e o
sobrenadante final foi homogeneizado, aliquotado e mantido a -20°C, até ser sonicado.

O sonicador foi ajustado para seis ciclos de 50%, a 4°C, durante 30 segundos. Em
seguida, esta solu¢do foi examinada em microscopio Optico em aumento de 200x, para

verificar a fragmentacdo das formas promastigotas. A suspensdo foi centrifugada a 5.000
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RPM por 15 minutos a 4°C, filtrada em membrana microporo de 0,22um, ¢ armazenada em
aliquotas de ImL em tubos tipo eppendorf, mantidos congelados a -20°C.

Para estimular a cultura celular com o antigeno € necessario determinar a concentragao
de proteinas soltveis do filtrado, para se ajustar a concentragdo do estimulo, que no presente

estudo foi de 10pg/mL. Para tanto, utilizou-se o método descrito por Lowry et al.”’.

3.9. Determinacio das citocinas pelo método de ELISA

Os niveis de INF-y, IL-10, IL-2 e IL-4, foram detectados no sobrenadante da cultura de
células esplénicas, com e sem estimulo, pelo método de ELISA de captura. A realizacdo da

técnica foi de acordo com a orientagdo do fabricante (R&D Systems).

3.10. Analise Estatistica

As pressuposi¢des de normalidade e homocedasticidade foram avaliadas pelos testes
de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para comparar os grupos em relagdo a todas as
variaveis em estudo (peso, peso do bago, citocinas e carga parasitaria) em cada momento de
observagdo, foram utilizados o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn para
comparagdes multiplas e o teste de Mann-Whitney. Para comparar os momentos de
observagdo em relagdo as mesmas varidveis em cada grupo foram utilizados o teste de
Friedman para amostras dependentes seguido do teste de Dunn para comparag¢des multiplas e
o teste de Wilcoxon para amostras dependentes® ®°, de acordo com o assessoramento do

consultor estatistico Hélio Rubens de Carvalho Nunes (CONRE 8480A).
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4. RESULTADOS

Os resultados apresentados sdo referentes ao mais representativo de dois experimentos

independentes realizados.

4.1. Peso dos animais e do baco

Todos os animais dos quatro grupos foram pesados nos dias 60, 75 ¢ 90. Os bagos dos
animais sacrificados também foram pesados, e ambos os valores sdo apresentados em
mediana, primeiro e terceiro quartil, na Tabela 1. O peso do G1 e G2 no dia 60 foi menor do
que o peso do G3 e G4, sendo o peso do G2 estatisticamente menor do que o do G3. Nos dias
75 € 90, com 15 e 30 dias de imunossupressao do G2, o peso do grupo G1 foi maior, sendo
estatisticamente significativo apenas no dia 75. Pode-se observar na Figura 3 que o peso
mediano do G3 (infectado) ¢ maior no dias 75 e 90, quando comparado ao G4 (infectado e
imunossuprimido), sendo estatisticamente significativo no dia 75. Quando se compara G1 e
G3, pode-se observar que nao houve diferencga estatisticamente significativa entre eles nos
momentos estudados.

Em relagdo ao peso do bago, no dia 60 pode-se observar na Figura 4 que os grupos
infectados, G3 e G4, apresentaram o peso mediano do bago maior do que G1 e G2. Nos dias
75 ¢ 90, com 15 e 30 dias de imunossupressdo do G2 ¢ G4, o peso mediano do bago destes
grupos foi menor do que o do G1 e G3. Quando se compara o peso do bago do G1 e G3, pode-
se observar que o grupo infectado (G3) apresentou o peso mediano do bago maior do que do
grupo controle (G1) em todos os momentos estudados.

Na Figura 5 pode-se visualizar a diferenga no tamanho do bago de um animal de cada

grupo no dia 90, com 30 dias de imunossupressao do G2 e G4.
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Tabela 1. Resumo descritivo em mediana, primeiro e terceiro quartil, e valores de p, referentes as comparagdes entre grupos € momentos, em

relacdo ao peso dos animais e ao peso do bago, ambos em gramas (g), aos 60, 75 e 90 dias PI. Botucatu, 2008.

Variavel n Grupo 1 n Grupo 2 n Grupo 3 n Grupo 4 p®
Peso (60 dias) 12| 28,10 (27,70 ;29,08)ab | 17| 27,80 (26,45;28,85a |13 | 30,00 (28,40;30,80)0 | 16| 29,25 (28,08 ;30,55ab | 0,012
Peso (75 dias) 8 | 30,10 29,13;31,18)@ | 12| 25,10 (23,63;2585b | g | 31,85 (29,15;33,700@ | 10| 26,30 (24,95;27,50)b | <0,001
Peso (90 dias) 4| 30,75 29,85;33,00a | 3 | 26,40 (25,00;27,000@ | 4 | 32,95 (29,75;34,58)a | 5 | 27,20 (2535;28,60)a | 0,008

p® 0,174 0,529 0,368 0,022

Peso do bago (60 dias) | 4 0,13 (0,13;0,16)a 4 0,13 (0,12;0,13)a 4| 0920064;1,03@ | 4 0,83 (0,78 ; 0,92)a 0,009

Peso do bago (75 dias) | 4 | 0,11 (0,09;0,12ab | 4 0,04 (0,04 ; 0,04)@ 3| 1,20 (,10;126b | 4| 0,22 0,20;0,24)ab 0,004

'8002 1€ NNVINIJOH

Peso do baco (90 dias) | 4 | 0,13 (0,10;038)ab | 3 0,05 (0,04 ; 0,05)a 4| 1,38 136;1,650 | 4| 0,21 (0,19;0.26)ab 0,008

p®@ 0,174 0,097 0,050 0,050

(1) Teste de Kruskal-Wallis. Resumo descritivo em mediana, primeiro e terceiro quartil.

(2) Teste de Friedman para amostras dependentes. Resumo descritivo em mediana, primeiro e terceiro quartil.

(*) Aos 90 dias, todas as comparagdes multiplas (contrastes simples) feitas com o teste de Dunn entre os grupos em relagdo ao peso tiveram p>0,05.

(&) Aos 60 dias, todas as comparagdes multiplas (contrastes simples) feitas com o teste de Dunn entre os grupos em relagdo ao peso do bago tiveram p>0,05.

sopeynsay
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FIGURA 3. Peso mediano, em gramas, dos animais de cada grupo nos dias 60, 75 e 90 PI.

Botucatu, 2008.
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FIGURA 4. Peso mediano, em gramas, do bago dos animais de cada grupo nos dias 60, 75 ¢

90 PI. Botucatu, 2008.
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G2

FIGURA 5. Tamanho do bago de um animal de cada grupo no dia 90 PI. Botucatu, 2008.

G1 —ndo infectado/ndo imunossuprimido; G2 — ndo infectado, mas com 30 dias de imunossupressao;

G3 — com 90 dias de infecgdo; G4 — com 90 dias de infecgdo e 30 dias de imunossupressio.
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4.2. Carga parasitaria

Na Tabela 2 encontram-se as medianas e os quartis da carga parasitaria do bago e do
figado do G3 e do G4 aos 30, 60, 75 e 90 dias pds-infecgdo. A carga parasitaria do grupo
imunossuprimido (G4) foi maior do que a carga do G3, no bago e no figado, tanto com 15 (dia

75) como com 30 (dia 90) dias de imunossupressdo. Nao houve diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos durante o periodo de imunossupressao.

Pode-se verificar nas Figuras 6 ¢ 7 que no dia 60 a carga parasitaria do figado do G3

foi maior do que a do bago, e que durante o periodo do estudo ela diminuiu e a do bago

aumentou.

Tabela 2. Resumo descritivo em mediana, primeiro e terceiro quartil, e valores de p,
referentes as comparacdes entre grupos e ao estudo da imunossupressdo sobre a carga
parasitaria no bago e no figado, aos 30, 60, 75 e 90 dias PI. Botucatu, 2008.
Variavel Grupo 3 (n = 4) Grupo 4 (n = 4) p?
Carga no bago (30 dias) 1,78 E+08 (4,76E+07 ; 2,64E+08) | 1,52E+08 (1,15E+08 ; 1,08E+09) |0,773
Carga no bago (60 dias) 1,01E+09 (4,77E+08 ; 2,3E+09) | 2,48E+09 (3,83E+08 ; 4,44E+09) |0,564
Carga no bago (75 dias) 3,5E+09 (7,01E+08 ; 4,88E+09) | 6,65E+09 (3,38E+09 ; 1,13E+10) |0,083
Carga no bago (90 dias) 6,65E+08 (1,18E+08 ; 1,13E+09) | 2,76E+09 (9,01E+08 ; 3,53E+09) |0,083
p®? 0,144 0,144
p® 0,465 0,715
Carga no figado (30 dias) | 3,7E+09 (6,62E+08 ; 7,35E+09) 1,24E+09 (6,49E+08 ; 2,16E+09) |0,564
Carga no figado (60 dias) 1,3E+09 (8,63E+07 ; 6,1E+09) 4,14E+08 (1,45E+08 ; 5,3E+08) 0,773
Carga no figado (75 dias) | 3,02E+08 (3,94E+07; 1,11E+09) | 1,64E+09 (5,41E+08 ; 2,95E+09) |0,149
Carga no figado (90 dias) | 1,04E+08 (7,836+07; 7,08E+08) | 1,01E+09 (4,26E+08 ; 2,13E+09) (0,083
p® 0,465 0,068
p® 0,144 0,144

(1) Teste de Mann-Whitney. Resumo descritivo em mediana e quartis.
(2) e (4) Teste de Wilcoxon para amostras dependentes — Comparagdo entre os momentos 75 e 60 dias.
Resumo descritivo em mediana e quartis.
(3) e (5) Teste de Wilcoxon para amostras dependentes — Comparagdo entre os momentos 90 ¢ 60 dias.
Resumo descritivo em mediana e quartis.

HOFFMANN JL, 2008.
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FIGURA 6. Mediana da carga parasitaria do bago, em parasitas por grama de tecido, do G3 ¢
G4 aos 30, 60, 75 e 90 dias PI. Botucatu, 2008.
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FIGURA 7. Mediana da carga parasitaria do figado, em parasitas por grama de tecido, do G3
e G4 aos 30, 60, 75 e 90 dias PI. Botucatu, 2008.
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4.3. Citocinas

Foram dosados os niveis de citocinas em culturas de células esplénicas nao
estimuladas, estimuladas com antigeno sonicado de Leishmania chagasi e estimuladas com
concanavalina A, simultaneamente, para cada animal. Nao foi possivel obter o numero
minimo de células necessarias (5x10° células/mL) no grupo 2 nos dias 75 e 90, devido ao
reduzido tamanho do bago, o que impossibilitou a realizacdo da cultura de células deste grupo
nestes momentos.

Podemos observar na Tabela 3 os niveis medianos em picogramas/mL de IFN-y, IL-
10, IL-2 e IL-4, por grupo e momento, nas culturas celulares ndo estimuladas. Na Figura 8§,
verificamos que no dia 30 os niveis de IFN-y foram préoximos entre os grupos G1/G2 e os
grupos infectados (G3/G4). Ja no dia 60, os niveis de IFN-y dos grupos infectados (G3/G4)
foram maiores do que G1/G2. Com o inicio da imunossupressao, os niveis de IFN-y de G4
foram indetectaveis nos dias 75 e 90.

A IL-10 também apresentou niveis medianos proximos no dia 30 em todos os grupos,
com niveis maiores em G3 ¢ G4 no dia 60 (Figura 9). No entanto, mesmo com a
imunossupressao, foram detectados niveis de IL-10 em G4 nos dias 75 e 90, sendo que no dia
90, a mediana do nivel de IL-10 do G4 foi maior do que a do G3.

Nao foram detectados niveis de IL-2 nas culturas ndo estimuladas durante o periodo
do estudo. Niveis baixos de IL-4 s6 foram detectados em G3 e G4 nos dias 75 e 90, sendo
menores estatisticamente no grupo imunossuprimido (G4), conforme podemos observar na

Figura 10.

HOFFMANN JL, 2008.



Resultados

40

Tabela 3. Mediana, primeiro e terceiro quartil, dos niveis de IFN-y, IL-10, IL-2 e IL-4, em

picogramas/mL, e os valores de p, referentes as comparacdes entre grupos € momentos, nas

culturas de células esplénicas nao estimuladas.

Botucatu, 2008.

Citocina/dia| Grupo 1 (n=4) | Grupo 2 (n=4) Grupo 3 (n=4) Grupo 4 (n=4) p
IFN-y (dia 30)| 14,4 (7.9;36,2) 21,2 (12,1; 42,0 55,4 (16,3; 87,5A% 67,0 (56,1;82,8) |0,084Y
IFN-y (dia 60)| 14,6 8.3;26,7a® | 19,5 (5,0;37.8)ab | 221,4 (170,5;250,2)Bab | 263,5 (197.5; 401,8)b (0,009V
IFN-y (dia 75) 100% ) 126,3 (122,7; 132,4)AB 100%"
IFN-y (dia 90) 100%" ) 129,6 (127,2; 174,0)AB 100%
p 0,465 0,715% 0,019 0,068
IL-10 (dia 30)| 65,3 (59.4:147.7) | 95,3 (61,9;158,6) | 179,2 (141,4;1843)A | 165,2 (1163 ; 360,8)A 0,071V
IL-10 (dia 60)| 66,3 (53,9; 72.8)a |70,3 (59,3;89,5)ab| 744,4 (631,1;835,7)Bab | 842,0 (712,2;988,3)Bb |0,009"
IL-10 (dia 75)| 61,4 (20.,5:93.3)a ) 335,5 (271,5; 447.4)AB a [297,9 (276,5:375.2)ABal0,025
IL10 (dia 90) | 39,1 (23,3;79,2)a (-) 175,1 (151,4;230,9)AB ab [429,7 (349,6;613,0)ABb|0,007"
p 0,738 0,144 0,011“ 0,011¢
IL-2 (dia 30) 100%" 100% 100% 100%
IL-2 (dia 60) 100%" 25% (3,4-8,3) & 100%" 75% 12,3®
IL-2 (dia 75) 100%" ) 75%") 3,70 100%
IL-2 (dia 90) 100%" ©) 100%™ 100%
p
IL-4 (dia 30) 100% 100% 100%" 100%™
IL-4 (dia 60) 100% 100%) 100% 100%
IL-4 (dia 75) |50%" (5,62-8,43)“ ) 17,4 (13,1;21,1) 7,6 (522;8,8  [0,020@
IL-4 (dia 90) |50%"(1,21-3,22)® ) 16,2 (12,0; 20,1) 5,0 2.9;113) 0,043@
p 0,715% 1,000?
(1) Teste de Kruskal-Wallis.
(2) Teste de Mann-Whitney
(3) Teste de Wilcoxon para amostras dependentes para comparagdo entre os momentos 30 e 60 dias.

“4)
)

Teste de Friedmam para amostras dependentes.
Teste de Wilcoxon para amostras dependentes para comparagdo entre os momentos 75 e 90 dias.

(*) Percentual de unidades experimentais com nivel indetectavel.

(&) Valores minimo € maximo

(#) Letras iguais minusculas indicam que p > 0,05 nas compara¢des multiplas entre grupos e letras iguais
maiusculas indicam que p > 0,05 nas compara¢des multiplas entre momentos pelo teste de Dunn.

($) Unico valor obtido

(-) Nao foi possivel realizar a cultura de células.

HOFFMANN JL, 2008.
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FIGURA 8. Niveis de IFN-y (pg/ml) em culturas de células esplénicas de camundongos
Balb/c, ndo estimuladas, dos grupos 1, 2, 3 e 4 aos 30, 60, 75 e 90 dias PI. Botucatu, 2008.
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FIGURA 9. Niveis de IL-10 (pg/ml) em culturas de células esplénicas de camundongos
Balb/c, ndo estimuladas, dos grupos 1, 2, 3 e 4 aos 30, 60, 75 e 90 dias PI. Botucatu, 2008.
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FIGURA 10. Niveis de IL-4 (pg/ml) em culturas de células esplénicas de camundongos
Balb/c, ndo estimuladas, dos grupos 1, 2, 3 e 4 aos 30, 60, 75 e 90 dias PI. Botucatu, 2008.
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Na Tabela 4 pode-se observar os niveis de IFN-y, IL-10, IL-2 e IL-4 nas culturas
estimuladas com o antigeno sonicado de Leishmania chagasi, por grupo ¢ momento. Na
Figura 11 verifica-se que, da mesma forma que nas culturas ndo estimuladas, os niveis
medianos de IFN-y no dia 30 foram semelhantes entre os grupos, e no dia 60, foram maiores
nos grupos infectados (G3/G4). Com a imunossupressao, os niveis de [IFN-y no G4, também
nao foram detectados.

Na Figura 12 observa-se que nao foram detectados niveis de IL-10 no G1 e no G2. No
G3 e G4 os maiores niveis foram detectados no dia 60. Mesmo com a imunossupressao, foram
detectados niveis de IL-10 no G4 nos dias 75 e 90, sendo estatisticamente maiores do que no
G3 no dia 90.

Nao foram detectados niveis de IL-2 nas culturas estimuladas, com o antigeno. Niveis
baixos de IL-4 foram detectados somente no G3 ¢ no G4 nos dias 75 e 90, sendo
estatisticamente menores no grupo imunossuprimido (G4), conforme pode-se observar na

Figura 13.

HOFFMANN JL, 2008.
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Tabela 4. Mediana, primeiro e terceiro quartil, dos niveis de IFN-y, IL-10, IL-4 e IL-2, em

picogramas/mL, e os valores de p, referentes as comparacdes entre grupos € momentos, nas

culturas de células esplénicas estimuladas com antigeno. Botucatu, 2008.

Citocina/ dia | Grupo 1 (n=4) | Grupo 2 (n=4) Grupo 3 (n=4) Grupo 4 (n=4) p
IFN-y (dia 30) | 20,9 (9.0;32.4)a® |28,5 (17,2; 44.9)ab | 82,6 (61,2; 102,3)A® ab 101,4 (73,5; 106,000 {0,009
IFN-y (dia 60) | 25,0 (17,5:3400a | 21,8 (9.3;34,59a | 733,8 (555,7;932,7)B a 867,7 (629,0;10482)a (0,009
IFN-y (dia 75) 100% ) 180,0 (174,6; 180,5)AB 100%

IFN-y (dia 90) 100% ¢) 373,5 (318,7; 396,9)AB 100%""
p 0,109® 0,715% <0,001® 0,068

IL-10 (dia 30) 100%" 100%" 234,10 (198,16;37037) | 363,88 (289,50; 483,17) (0,149
IL-10 (dia 60) 100% 100%) 1609,91 (1328,11; 1906,45)| 1727,55 (1497,95; 1850,84) |1,000?
IL-10 (dia 75) 100%"” ) 328,72 (284,47;447,02) | 329,10 (255,99;392,52) {0,773
IL10 (dia 90) 100%"" ) 192,37 (69.32;252,76)a | 494,69 (376,57; 693,13)b  0,021?

p 0,019% 0,011%

IL-2 (dia 30) 100%" 100%"" 100%"" 100%"

IL-2 (dia 60) 100% 100% 100% 25%" (4,2 — 34,9)®

IL-2 (dia 75) 100% ) 50% (16,7 — 19,4)® 100%

IL-2 (dia 90) 100% “) 100% 100%

p

IL-4 (dia 30) 100%"” 100%"" 100%"” 100%"

IL-4 (dia 60) 100%"" 100%"" 100%"" 100%"

IL-4 (dia 75) [25%" (0,01-12,03)® ) 15,24 (13,13; 34,16) 3,42 (2,32; 3,62) 0,020
IL-4 (dia 90) 75% 2,02 ) 23,05 (16,64; 27,65) 2,82 (131;4,32) 0,021?

p 0,715% 0,715%

(1) Teste de Kruskal-Wallis.
(2) Teste de Mann-Whitney.
(3) Teste de Wilcoxon para amostras dependentes.
(4) Teste de Friedman para amostras dependentes.
(*) Percentual de unidades experimentais com nivel indetectavel.

(#) Letras iguais minusculas indicam que p > 0,05 nas comparagdes multiplas entre grupos e letras iguais

maiuasculas indicam que p > 0,05 nas comparagdes multiplas entre momentos pelo teste de Dunn.
(&) Valores minimo e maximo.
(%) Unico valor obtido.
(-) Nao foi possivel realizar a cultura de células.

HOFFMANN JL, 2008.
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FIGURA 11. Niveis de IFN-y (pg/ml) em culturas de células esplénicas de camundongos
Balb/c, estimuladas com antigeno sonicado de Leishmania chagasi, dos grupos 1, 2, 3 ¢ 4 aos
30, 60, 75 e 90 dias PI. Botucatu, 2008.
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FIGURA 12. Niveis de IL-10 (pg/ml) em culturas de células esplénicas de camundongos
Balb/c, estimuladas com antigeno sonicado de Leishmania chagasi, dos grupos 1, 2, 3 ¢ 4 aos
30, 60, 75 e 90 dias PI. Botucatu, 2008.
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FIGURA 13. Niveis de IL-4 (pg/ml) em culturas de células esplénicas de camundongos
Balb/c, estimuladas com antigeno sonicado de Leishmania chagasi, dos grupos 1, 2, 3 e 4 aos
30, 60, 75 e 90 dias PI. Botucatu, 2008.
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Na Tabela 5 pode-se observar os niveis de IFN-y, IL-10, IL-2 e IL-4 nas culturas
estimuladas com concanavalina A, por grupo e momento. Na Figura 14 verifica-se que no dia
30, a mediana dos niveis de IFN-y nos grupos infectados foi menor do que no G1/G2. Ja com
60 dias, os niveis de IFN-y foram maiores nos grupos infectados (G3/G4). O G3 apresentou
niveis maiores do que o G1 nos dia 75 e 90. Com a imunossupressao do G4 a mediana dos
niveis de IFN-y foram menores do que o G3, sendo estatisticamente significativa no dia 90.

Na Figura 15 pode-se observar que os niveis de IL-10 foram menores nos grupos
infectados (G3/G4) nos dias 30 e 60, quando comparados aos G1/G2. No dia 90, com 30 dias
de imunossupressdo no G4, pode-se observar que a mediana do nivel de IL-10 foi
estatisticamente maior do que a do G3.

A IL-2 foi detectada somente nas culturas estimuladas com a concanavalina A, como
pode-se observar na Figura 16. Nos dias 30 e 60, a mediana dos niveis de IL-2 foram maiores
nos grupos ndo infectados (G1/G2) do que nos grupos infectados (G3/G4). Com a
imunossupressdo pode-se observar que a mediana dos niveis de IL-2 nos dias 75 ¢ 90 foram
menores do que as do G3.

Na Figura 17 verifica-se que ndo se detectou IL-4 nos grupos infectados no dia 30,
somente a partir do dia 60, sendo que neste momento, a mediana do nivel de IL-4 no G1 foi
estatisticamente maior do que a do G3. Com a imunossupressdo, podemos observar que G4

apresentou niveis de IL-4 menores do que os do G3 nos dias 75 ¢ 90.

HOFFMANN JL, 2008.
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Tabela 5. Mediana, primeiro e terceiro quartil, dos niveis de IFN-y, IL-10, IL-4 e IL-2, em

picogramas/mL, e os valores de p, referentes as comparagdes entre grupos € momentos, nas

culturas de células esplénicas estimuladas com concanavalina A. Botucatu, 2008.

Citocina/ dia Grupo 1 (n=4) Grupo 2 (n=4) Grupo 3 (n=4) Grupo 4 (n=4) p
IFN-y (dia 30) | 515,0 (462.8;601,9A® | 581,7 (167.8; 1050,0) 319,6 (196,9; 491,1)A 412,1 (187,0;6122)A  [0,708"
IFN-y (dia 60) | 631,8 (511,8:879,00AB a® | 751,7(597,9; 1033,4) ab [1316,5(1222,6; 1744,9)AB ab| 1552,4 (1513.8; 1798,7)B b [0,007"
IFN-y (dia 75) | 776,4 (750.8; 828,6)AB a (-) 1806,16 (1682,6; 1861,2)B bj1170,13(949,0; 1430,4)AB ab|0,007""
IFN-y (dia 90) | 1058,6 (976,3; 1169,0)B ab (-) 1402,9(1219,9; 1537,6)AB a| 638,6 (561,9; 1065,5)AB b |0,044"
p 0,019? 0,465 0,011? 0,007?
IL-10 (dia 30) [2011,0(1805,4;2234,7)AB a| 1602,7(957,9;2579,1)a | 413,3 (264,3;5173)ABa | 447,7 (223,1;883,5Aa (0,014
IL-10 (dia 60) [2240,6 (1642,7;2371,4)A a| 2125,8 (1960,1; 2336,5)a | 1081,66 (724,2; 1485,4)A a| 1118,6 (994,3; 1277,3)A a {0,014
IL-10 (dia 75) | 1372,2 (899,0; 1416,6)AB (-) 856,2 (644,1; 1173,2)AB 754.,4 (535,9; 804,9)A 0,098
IL10 (dia 90) | 941,8 (413.4; 1216,2)B ab ) 182,5 (156,2;225.6)Ba | 1019,5 (764,1; 1311,4)A b (0,021
p 0,017% 0,715% 0,011? 0,044®
IL-2 (dia 30) | 775,6 (429.4;946,5ABa | 941,3 (742,0; 1053.4)a 498.2 (332,8; 684,2) a 601,5 (537,7;6822) Aa (0,017
IL-2 (dia 60) | 684.,4 (657,7;814,6) Aab | 914,0(820,3;926,7) a 317,1 (184,4;385,00b | 367,4 (292,9; 441,4) AB ab |0,005"
IL-2 (dia 75) | 984,2 (895.8; 11443) Ba ) 334,8 (280,2; 412,3) ab 32,7 (18,9;41,8)Bb {0,007
IL-2 (dia 90) [1025,6 (981,6; 1105,6) AB a (-) 229.4 (159,2; 319,8) ab 26,1 21,1;101,HDB b 0,007V
p 0,013? 0,715® 0,098? 0,013?
IL-4 (dia 30) 1014,6 (910,6; 1116,0) | 939,50(761,93 ; 1143,03) 100%" 25%" (18,8 -37,3)® 10,685
IL-4 (dia 60) 957,0 (853,5;1011,3)a  [947,31(888,78 ; 1068,88)al 375,4 (352,8;538,3)A b 378,3 (299,3; 667,1)ab  |0,010"
IL-4 (dia 75) 1017,1 (576,3; 1123,3) (-) 863,9 (800,7; 922,3)B 416,8 (186,0; 667.8) 0,050V
IL-4 (dia 90) 608,1 (465,3; 1082,4) a (-) 550,7 (420,3 ; 720,7)AB ab 178,8 (98,9;207,1)b 0,024
p 0,753® 1,000 0,018? 0,105?

(1) Teste de Kruskal-Wallis.
(2) Teste de Friedman para amostras dependentes.
(3) Teste de Wilcoxon para amostras dependentes. Comparagéo entre os momentos 30 e 60 dias.
(4) Teste de Mann-Whitney.
(*) Percentual de unidades experimentais com nivel indetectavel.
(#) Letras iguais minusculas indicam que p > 0,05 nas comparag¢des multiplas entre grupos e letras iguais

(&) Valores minimo e maximo.
($) Unico valor obtido.
(-) Nao foi possivel realizar a cultura de células.

HOFFMANN JL, 2008.
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FIGURA 14. Niveis de IFN-y (pg/ml) em culturas de células esplénicas de camundongos

Balb/c, estimuladas com concanavalina A, dos grupos 1, 2, 3 e 4 aos 30, 60, 75 e 90 dias PI.
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FIGURA 15. Niveis de IL-10 (pg/ml) em culturas de células esplénicas de camundongos

Balb/c, estimuladas com concanavalina A, dos grupos 1, 2, 3 ¢ 4 aos 30, 60, 75 e 90 dias PI.

Botucatu, 2008.
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FIGURA 17. Niveis de IL-4 (pg/ml) em culturas de células esplénicas de camundongos

Balb/c, estimuladas com concanavalina A, dos grupos 1, 2, 3 e 4 aos 30, 60, 75 e 90 dias PI.
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5. DISCUSSAO

Os glicocorticdides, como o acetato de hidrocortisona e a dexametasona, sdo drogas
anti-inflamatérias imunossupressoras® com multiplos efeitos inibitorios tanto na resposta
inflamatéria quanto imune. As propriedades imunomodulatérias da pentoxifilina e seus efeitos
sinérgicos com corticoides® podem alterar o curso da infecgdo pela Leishmania sp.

No presente estudo utilizou-se a dexametasona e a pentoxifilina para se realizar a
imunossupressdao do G2 (nao infectado) e G4 (infectado) do dia 60 ao dia 90 PI. Na Tabela 1
observa-se que no dia 60 os grupos G1, G2, G3 e G4 ndo apresentaram diferenca estatistica na
mediana do peso dos camundongos, sendo que até este momento, nenhum grupo estava
imunossuprimido, apenas G3 e G4 estavam com 60 dias de infec¢do. No entanto, nos dias 75
e 90, a mediana do peso do grupo G2 e do G4 foram menores que as medianas dos seus
respectivos grupos controle, G1 e G3. Estes dados sugerem que a dexametasona ¢ a
pentoxifilina, quando associadas, podem diminuir o ganho de peso dos camundongos (Figura
3).

O peso e o tamanho do bago sofreram nitida influéncia tanto da infeccdo quanto da
imunossupressdo (Tabela 1, e Figuras 4 ¢ 5). A esplenomegalia nos grupos infectados pode

ser em decorréncia da infeccdo por uma espécie de leishménia viscerotropica® >

, heste caso,
a Leishmania chagasi. Rousseau et al.”” observaram um aumento do bago de camundongos
infectados com Leishmania infantum de 140mg para 198mg com 18 dias de infeccdo, e para
442mg com 70 dias de infec¢do. De acordo com Kaye et al.*®, a persisténcia dos parasitas no
bago ¢ acompanhada pela falha da formacao do granuloma e pela variedade de mudangas
patoldgicas, incluindo esplenomegalia, alteragdo da microarquitetura do tecido linfoide e
aumento da atividade hematopoiética.

Quanto ao efeito da imunossupressao sobre o bago, pode-se observar que houve uma
diminui¢do do seu peso e tamanho, tanto no grupo ndo infectado (G2) quanto no grupo
infectado (G4) (Tabela 1 e Figura 3). Lebrec et al.”" observaram que muitos parametros da
imunidade mediada por células foram afetados no tratamento com a dexametasona, e que esta
droga ocasionou modificagdes nos parametros imunopatoldgicos. Os pesos dos bagos apos a
administracao desta droga diminuiu significativamente, de maneira dose dependente. Miller et
al.”” relataram que o bago e o timo diminuiram mais de 80% de tamanho, sendo que apos a
interrup¢do do tratamento com a dexametasona, o bago aumentou.

Pode-se observar, segundo a Figura 7, que a carga parasitaria do figado do G3

decresceu durante o periodo de estudo, provavelmente devido a caracteristicas particulares
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deste 6rgdo como o desenvolvimento de granulomas, que € importante para a resisténcia
hepatica na leishmaniose®® *”. No dia 30 a carga do figado foi maior do que a carga do bago
(Figuras 6 e 7). J4 com 60 dias de infecc¢do, pode-se observar uma inversdo, com aumento na
carga parasitaria do baco e diminuicao do figado, que permaneceu menor até o dia 90. Isto se
deve ao fato de que durante a infec¢do com Leishmania chagasi em camundongos, as
amastigotas multiplicam-se rapidamente nas primeiras quatro semanas no figado, e diminui
espontaneamente antes da oitava semana. No bago, o aumento do nimero de parasitas ¢
lento”’, e o figado aparentemente serve como local para expansdo inicial do parasita, sendo
que o bago pode servir para a persisténcia da infecgio™.

Segundo Engwerda et al.*

, a infeccdo hepatica ¢ usualmente auto-limitante e a
resposta imune hepatica ¢ um bom exemplo de resposta inflamatoria granulomatosa dominada
por células mononucleares envolvendo células de kupffer, mondcitos, e linfécitos TCD4 e
TCDS8. Multiplas citocinas, incluindo IFN-y, IL-12, IL-4, niveis moderados de TNF-a
produzido no granuloma hepatico, e a produgdo de reativo de oxigénio e reativo intermediario
de nitrogénio™® contribuem para a resisténcia do hospedeiro, especificamente no figado.

No presente estudo ndo se detectou aumento significativo da carga parasitaria nem do
bago e nem do figado (Tabela 2). Estes resultados discordam dos obtidos por Gangneuxs et
al.”, nos quais camundongos tratados com dexametasona e pentoxifilina do 10° ao 40° dia
pos-infec¢do, a carga parasitaria do baco e figado aumentaram significativamente, quando
comparadas com o grupo controle, € que nos camundongos tratados com dexametasona na
fase cronica da infec¢do com L. infantum a carga parasitaria aumentou apenas no bago, sem
reativacdo da Leishmania no figado ¢ medula 6ssea. A analise da produgdo de citocinas
revelou menor produgdo de IFN-y, comparado ao grupo controle, e a concentracao de IL-4
ndo diferiu entre os trés grupos. Com estes resultados, concluiram que o aumento da carga
parasitaria ndo se associou com o imunofenotipo de células especificas do bago ou com o
perfil de secrecao de citocinas Thl e Th2.

Rolio et al.% caracterizaram o curso da infecgio e resposta imunolédgica desenvolvida
pela L. infantum em camundongos Balb/c infectados. A carga parasitaria foi determinada por
PCR em tempo real enquanto a produgdo de citocinas e imunoglobulinas foram avaliadas pelo
ELISA. DNA de leishmania foi detectado no bago e no figado no primeiro dia p6s-inoculagao
e este parasitismo se manteve sustentado até o final do experimento. A cinética das citocinas
no bago e no figado estava geralmente associada com a oscilacdo da carga parasitdria, e esta
foi uma particularidade evidenciada nas células ndo estimuladas. Durante o experimento, ndo

foi observado padrao distinto de producdo de citocinas Thl e Th2. Os camundongos
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infectados desenvolveram uma resposta imune mista, com concomitante produ¢dao de INF-y,
IL-10 e IL-4, no bago e no figado e ambos os tipos de IgG. Os resultados sugerem que
comparado com o figado, o bago é mais suscetivel a infec¢ao com L. infantum.

Quanto a produgdo de citocinas, podem-se observar niveis concomitantes de IFN-y
(Thl) e IL-10 (Th2) tanto nas culturas ndo estimuladas quanto nas culturas estimuladas com
antigeno especifico (Figuras §, 9, 11 e 12).

A deteccdo de INF-y ndo coincidiu com a diminui¢do da carga parasitaria, pois nao
houve correlagio estatistica (dados ndo mostrados). Melby et al.’' observaram aumento
significativo de células produzindo IFN-y comparado com o grupo controle no 28° de
infecgdo, e Roldo et al.*® observaram que altos niveis de INF-y coincidiram com a redugio da
carga parasitaria. No entanto, Ansari et al.”” afirmam que apesar da presenca de niveis
elevados de IFN-y durante a infecc¢do, o hospedeiro pode falhar no controle da infeccdo pela
leishmania devido a resposta incompleta do IFN-y, que induz sinalizagdo de mecanismos
intracelulares. Talvez os maiores niveis de IFN-y no dia 60 nos grupos G3 e G4 poderiam
estar relacionados com o controle da infeccdo, pois alguns trabalhos afirmam que este
controle se inicia com aproximadamente quatro semanas de infecgdo® >> ™%,

A IL-10 foi detectada em todos os momentos no G3 e G4 (Figuras 9 e 12). Melby et
al.” observaram que no inicio do curso da infec¢do por L. infantum a produgdo de IL-10 e
TGF-B foi mais intensa, mas a partir do 28° dia da infeccdo, quando a carga parasitaria
visceral (baco e figado) comegou a declinar, o nimero de células do baco produtoras de IL-10
iniciava o retorno para niveis basais, mesmo com a producdo de IFN-y alta e o nimero de
células produtoras de IL-12 aumentando drasticamente. No presente estudo, detectou-se IL-10
e IFN-y no G3 em todos os momentos (Figuras 8, 9, 11 e 12). Gomes-Pereira et al.”
observaram que os niveis de IL-10 nao foram suficientes para inibir a producdo de IFN-y
pelos leucdcitos hepaticos e subsequente destruigdo dos parasitas. Isto suporta a hipotese que
esta citocina nao tem efeito inibitdrio direto na fun¢do do IFN-y na leishmaniose experimental
pela Leishmania infantum, o que esta de acordo com os resultados do presente estudo.

A IL-10 enddgena, primariamente regula a morte da L. donovani na infecgdo, pela
supressdo da produgio bem como da resposta de citocinas do tipo Thl (IL-12 e IFN-y)** *.
As citocinas anti-inflamatérias TGF-f e IL-10 contribuem para o estabelecimento da
infec¢do™ " % No entanto, Murray et al."” acreditam que a exacerbacao da doenga associada
a resposta imune Th2 envolvendo IL-4 e IL-10 ndo ¢ realmente detectada na infec¢do visceral

experimental.
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A IL-10 foi originalmente descrita como uma citocina produzida especificamente por
células TCD4 Th2, mas estudos posteriores mostraram que esta citocina é secretada tanto por
células Thl quanto por Th2. Novos relatos tém mostrado que a produgdo de IL-10 por células
efetoras Thl ajudam a limitar o dano colateral causado por uma inflamacdo exagerada. Mas
este controle pode também limitar a eficiéncia da resposta imune, ndo sendo efetiva ao tentar
eliminar completamente o patogeno®'.

A IL-4 nao foi detectada nas culturas ndo estimuladas e estimuladas com antigeno
sonicado em nenhum dos grupos nos dias 30 e 60 (Figuras 10 e 13). Foi detectada apenas no
G3 e G4 nos dias 75 e 90. Estudos indicam que a secre¢do substancial de IL-4 por si s6 pode
ndo ser suficiente para vencer uma resisténcia inata, provavelmente pela produgdo sub-6tima
de IL-4, insuficiente secre¢ao do co-fator (IL-10), ou devido a uma possivel resposta Th1 bem
caracterizada'".

Gomes-Pereira et al.” observaram que durante o experimento para analisar a resposta
imune celular hepatica em camundongos com fendtipo de “cura” e “ndo-cura” para a infecgao
por Leishmania infantum, os animais infectados apresentaram niveis baixos ou similares de
IL-4 entre os fenotipos. Esta observacao confere um papel discreto da IL-4 na doenca visceral
no fendtipo “ndo-cura” no figado.

De acordo com Goto e Lindoso?!, na LV a IL-4 nfo esta envolvida na suscetibilidade.
A auséncia de um papel significativo da IL-4 na infec¢do com Leishmania visceral em modelo
murino foi observada por varios autores. Roldo et al.®® observaram que a cinética da IL-4 ndo
se correlacionou com a carga parasitaria; Melby et al.”* ndo detectaram IL-4 analisando sua
produgdo in situ no bago, pela imunoistoquimica; Melby et al.’! demonstraram a minima
expressio de RNAm de IL-4 em bacos de camundongos infectados e, Miralles et al.*®
trataram camundongos com anticorpo anti IL-4 ou receptor soluvel de IL-4, o que ndo afetou
a carga parasitaria. No entanto, no modelo com camundongos e L. major, a IL-4 se enquadra
como as citocinas que ndo protegem o hospedeiro™.

Nao foram detectados niveis de IL-2 nas culturas de células ndo estimuladas e
estimuladas com antigeno sonicado. A IL-2 foi detectada apenas nas culturas estimuladas com
conA (Tabelas 3, 4 ¢ 5).

O IFN-y, IL-10 e a IL-2 foram detectadas em todos os momentos e grupos nas culturas
estimuladas com a conA, que ¢ um estimulo inespecifico, com algumas variag¢des (Figuras 14,
15 ¢ 16). Estudos sobre a imunossupressdao em hamsters devido a infec¢do com Leishmania
chagasi mostraram que a conA induz resposta linfoproliferativa em todo o periodo

experimental®’. No entanto, nos dias 30 e 60 observou-se que os niveis de IL-10 e IL-2 sdo
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menores nos grupos infectados (G3/G4) do que no G1 e G2, e a IL-4 ndo foi detectada no G3
e G4 no dia 30 (Figura 17). Segundo Mookerjee et al.”® ocorre dano da resposta
linfoproliferativa para mitdgenos em hamsters infectados com leishmania visceral.

De acordo com os resultados do presente estudo, observa-se um padrao misto Th1/Th2
na producdo de citocinas até o dia 60. Ambas as espécies de leishmaniose cutdnea ou visceral
requerem resposta imune Th1 para o controle da infec¢ao nos modelos experimentais. Porém,
o conceito Th1/Th2 nao parece explicar sucetibilidade e resisténcia da infeccao utilizando
modelo experimental com a Leishmania infantum’’. O curso da infec¢do visceral pela
Leishmania chagasi em camundongos Balb/c mimetiza estritamente o da L. donovani, e os
camundongos expressam um fenotipo suscetivel mas finalmente de auto-cura. No modelo
com L. chagasi, a supressdo inicial da atividade Thl (secre¢do de IFN-y) ndo esta
aparentemente relacionada com IL-4 ou IL-10"".

O paradigma Th1/Th2 de resisténcia/suscetibilidade aos parasitas intracelulares parece
ser uma simplificagdo grosseira para uma das cadeias imunes de interagdes regulatérias/contra
regulatérias mais complexas, podendo diferir principalmente, de acordo com a espécie de
leishmania e o modelo experimental utilizado. Varios estudos estdo propiciando
discernimento da base dos mecanismos imunoldgicos no controle das consequéncias das
doengas infecciosas, que poderdo redundar no desenvolvimento de estratégias apropriadas
para intervencao imune ou vacinagdo'’.

Devido ao tamanho do baco do G2 nos dias 75 e 90, ndo foi possivel obter o nimero
minimo de 5x10° células/mL, o que impossibilitou a realizagdo da cultura celular. Ja no grupo
infectado e imunossuprimido (G4) nao se detectou IFN-y nas culturas ndo estimuladas e
estimuladas com o antigeno (Figuras 8 ¢ 11). Com relagao a IL-10, o G4 nao s6 apresentou
niveis detectaveis nos dias 75 e 90, como no dia 90 o nivel mediano desta citocina superou o
de G3 (Figuras 9 e 12).

Os glicocorticoides tém multiplos efeitos inibitorios na resposta imune e inflamatoria,
e os aspectos da acdo imunossupressiva sao complexos e pouco compreendidos. Os
corticoides inibem a sintese ¢ a secrecdo de IL-2 em células T auxiliadoras, evitando a
expansdo clonal de células ativadas dependentes de IL-2. Esta imunossupressao causada pela
dexametasona ocorre independente da ativacdo do receptor da célula T, parecendo envolver
uma via sinalizadora regulada por citocinas’®. Ela inibe ainda, vérios aspectos da imunidade
citomediada, incluindo linfoproliferago induzida por mitégeno’’. Na Figura 16, nas culturas
estimuladas com a conA, pode-se observar que a mediana do nivel de IL-2 no G4 ¢ menor do

que a do G3, tanto no dia 75 quanto no dia 90.
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De acordo com Franchimont et al.” e Kunicka et al.”” a dexametasona inibe a
secrecdo de IL-10 em culturas de células estimuladas, o que discorda dos resultados desta
pesquisa, pois a IL-10 foi detectada tanto com 15 (dia 75) quanto com 30 dias de
imunossupressao (dia 90) (Figura 15).

A pentoxifilina ¢ comumente conhecida por diminuir a expressao de antigenos MHC
de classe II, e por inibir a secrecao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias pelas células
mononucleares periféricas, como por exemplo, TNF-a, IL-1p, IL-6, IFN-y, e MCP-1.

Outro aspecto importante € o estresse fisico resultante da manipulagdo diaria para a
aplicagdo das drogas imunossupressoras, o que pode influenciar na producdo de citocinas.
Moynihan et al.*® demonstraram que o estresse fisico ou psicoldgico pode influenciar na
producdo de IL-2, IL-4, ¢ IFN-y pelas células do bago ou de linfonodos in vitro. Observaram
também que a dexametasona suprime a produgdo das trés citocinas examinadas. Estes dados
assinalam para a hipdtese de que os glicocorticdides podem regular a produgado de citocinas do
padrdo Thl ou Th2. Sugerem ainda, que em condi¢des de estresse, nas quais a produgdo de

citocinas e fungdes efetoras siao afetadas, outros fatores neuroenddcrinos, além dos

glicocorticdides, podem ser relevantes.
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6. CONCLUSOES

A infec¢@o de camundongos com a cepa M6445 de Leishmania chagasi nao alterou o
ganho de peso dos animais, mas sim o peso e o tamanho do baco. A imunossupressao
utilizando a dexametasona associada a pentoxifilina afetou tanto ganho de peso, quanto o peso
¢ o tamanho do bac¢o, dos animais infectados e nao infectados.

A imunossupressao utilizando dexametasona associada a pentoxifilina ndo alterou
significativamente o curso da carga parasitaria, tanto do bago, como do figado.

A dexametasona e a pentoxifilina afetaram a produgdo das citocinas estudadas, mas

ndo direcionaram o perfil de resposta Th1/Th2 nos animais infectados.
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7. RESUMO

Hoffmann JL. Infeccdo experimental com Leishmania chagasi em camundongos Balb/c
submetidos a imunossupressao. Resposta imune celular e carga parasitaria. [Dissertagao].

Botucatu: Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista; 2008.

A resposta imune na leishmaniose pode resultar em uma polarizagdo da subpopulacido dos
linfocitos T, levando a um fendtipo celular distinto, que resultam em protecdo imune ou
exacerbacdo da doenca. As leishmanias persistem no organismo tanto em infecc¢des
assintomadticas como apos o tratamento, representando risco em condi¢des de imunossupressao.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da infeccdo e da imunossupressio com
dexametasona associada a pentoxifilina, sobre o peso dos animais, peso do bago, carga
parasitaria do bago e do figado, e da imunopatologia quanto a producdo de IFN-y, IL-10, IL-4 ¢
IL-2 em cultura de células esplénicas de camundongos Balb/c infectados com Leishmania
chagasi. A infec¢do ndo alterou o ganho de peso dos animais, mas sim o peso ¢ o tamanho do
baco. A imunossupressao utilizando a dexametasona associada a pentoxifilina afetou tanto
ganho de peso, quanto o peso e o tamanho do bago, de animais infectados e ndo infectados. A
imunossupressao ndo alterou significativamente o curso da carga parasitaria, tanto do baco,
como do figado. A dexametasona e a pentoxifilina afetaram a producdo das citocinas

estudadas, mas ndo direcionaram o perfil de resposta Th1/Th2 nos animais infectados.

Palavras-chave: Leishmania chagasi; imunossupressdo; resposta citomediada; carga

parasitaria; infeccdo experimental.
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8. ABSTRACT

Hoffmann JL. Experimental infection with Leishmania chagasi in immunosuppressed Balb/c
mice. Cellular immune response and parasite burden. [Dissertation]. Botucatu: Medical

School, UNESP — Sao Paulo State University; 2008.

The immune response in leishmaniasis can result in a polarization of a subpopulation of T
lymphocytes, leading to a different cell phenotype, resulting in immune protection or
exacerbation of the disease. Leishmanias persist in the body both in asymptomatic infections
and after the treatment, representing risk in terms of immunosuppression. The objective of this
study was to evaluate the effect of infection and immunosuppression with dexamethasone
associated with pentoxifylline on the weight of the animals, weight of the spleen, the parasitic
load in the spleen and liver, and immunopathology on the production of IFN-y, IL - 10, IL-4,
and IL-2 in spleen cell culture of Balb/c mice infected with Leishmania chagasi. The infection
did not alter the animals’ weight gain, but the weight and size of the spleen increased. The
immunosuppression using dexamethasone associated with pentoxifylline affected both weight
gains, as the weight and size of the spleen of infected and not infected animals. The
immunosuppression did not alter significantly the course of the parasite burden of the spleen
and the liver. Dexamethasone and pentoxifylline affected the studied cytokines production,

but not influenced the profile of Th1/Th2 response in infected animals.

Key words: Leishmania chagasi; immunosuppression; cyto mediated response; parasite

burden; experimental infection.
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10. ANEXO A — Parecer de aprovacao pela Camara de
Etica em Experimentacdo Animal (CEEA)

AVA -
&  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA NN
u nesp " 4(LIO DE MESQUITA FILHO" 7™ fmvz - unes p
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Campus de Botucatu

ATESTADO

Atestamos para os devidos fins, que o Projeto de Pesquisa de “Infec¢iio
experimental com Leishmania chagasi em camundongos Balb/c
submetidos a imunossupressio. Resposta imune celular e carga
parasitaria”, Protocolo n° 143/2005-CEEA, do Poés-graduando Juliano
Lednidas Hoffmann, nivel Mestrado do Programa de Doengas Tropicais
da Faculdade de Medicina de Botucatu da UNESP, campus de Botucatu,
esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal e foi
aprovado pela Camara de Ftica em Experimentagio Animal desta
Faculdade.

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, em 28 de julho de 2008.

= l—k(ut\bcf)"

Prof. Ass. Dr. Luiz Henrique de Aratajo Machado
Presidente da CEEA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu

FMVZ/UNESP - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Secdo Técnica Académica
Distrito de Rubiao Jr., s/in — Botucatu/SP — 18618-000
‘& ffax: 14-3811-6105 — (2 sta@fmvz.unesp.br — & www.fmvz.unesp.br
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11. ANEXO B — Lista de drogas e materiais utilizados

1) Ketamina: Cetamin — Lab. Syntec do Brasil, Campinas/SP.

2) Xilazina: Anasedan — Vetbrands Satide Animal, Jacarei/SP.

3) Dexametasona: Decadron® - Aché Laboratorios Farmacéuticos S.A., Campinas/SP.

4) Pentoxifilina: Trental®” - Aventis Pharma Ltda., Suzano/SP.

5) Meio Drosophila de Schneider: Gibco — Invitrogen, Grand Island, NY, USA.

6) Soro fetal bovino inativado/estéril: Gibco — Invitrogen, Grand Island, NY, USA.

7) Penicilina/estreptomicina: Cultilab — Materiais para Cultivo Celular Ltda., Campinas/SP.
8) Placas de microtitulagdo de 96 pogos: Nunc — Naperville, USA.

9) Meio de cultura de células RPMI1640: Cultilab — Materiais para Cultivo Celular Ltda.,
Campinas/SP.

10) L-Glutamina: Dinamica — Reagentes Analiticos Ltda., Diadema/SP.
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12. ANEXO C - Formulas e reagentes

Liquido de Turk
1,5 % de Acido Acético

1% de Violeta Genciana

Agua destilada QSP 100mL

Solucao Salina Tamponada (SST) de fosfatos 0,01M, pH 7,2

Cloreto de sodio 8,18¢g
Fosfato monobésico de potéssio 1,05g
Fosfato dibésico de potassio 0,31g
Agua destilada 1000mL
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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