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Resumo

A incidéncia de doencas alérgicas tem aumentado tanto em paises desenvolvidos
como em desenvolvimento. Entre as diversas repercussoes, acredita-se que a relagdo
hospedeiro-parasita pode ser alterada se o hospedeiro alérgico tem continuo contato
com o alergeno. Neste trabalho buscamos estudar, através da associacdo de
protocolos experimentais, a evolugdo de uma doenca infecciosa, a leishmaniose
cutanea, em camundongos pré-dispostos a alergia alimentar. A alergia alimentar foi
induzida através da imuniza¢do com ovalbumina (ova) com posterior ingestdo
continua de solucdo de clara de ovo 20% (SCO), contida na mamadeira. O protocolo
de alergia foi induzido nas linhagens BALB/c, IL-4 -/-, C57BL/6, IL-10-/-, IFN-y-/-,
IL-12 -/-, TNFRp55-/- e iNOS-/-. A imunizagdo com ova levou ao aumento
sist€émico de anticorpos IgE e IgG1 anti-ova 7 dias ap6s a imunizagdo secundaria.
Apds o desafio oral com SCO, os niveis de IgE e IgGl aumentaram em alguns
grupos alérgicos. No entanto, esse protocolo de alergia induziu a uma dramatica
perda de peso corporal (20%) evidenciando repercussdo sist€émica. A resposta a
infeccdo com Leishmania major foi alterada na linhagem BALB/c, mas nao nas
demais estudas, que permaneceram com o mesmo padrdo de resisténcia ou
susceptibilidade a infecgdo. Camundongos BALB/c, estabelecidos como
susceptiveis, tornaram-se resistentes, ou seja, apresentaram menor desenvolvimento
da lesdo causada pelo parasito. A resposta nesses animais foi associada aos: (a)
achados histopatologicos mostrando pata com raros macrofagos apresentando
amastigotas em vacuolos parasitéforos, (b) aumento da expressdo e produgdo de
IFNy por RT-PCR e ensaio in vitro com células do bago, (¢) aumento da produgao de
IgG2a e (d) numero menor de células migradas nos eventos iniciais a infec¢do. Esses
resultados mostram que o processo alérgico foi capaz de interferir na susceptibilidade

de camundongos BALB/c a Leishmania major.
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Abstract

The incidence of allergic diseases has been increasing worldwide. Among the several
repercussions in allergic individuals, it has been proposed that the host-parasite
interactions can be altered. In the present work, we examined - through the
association of experimental protocols - the development of an infectious disease,
experimental leishmaniasis, in food allergic mice. Food allergy was induced after
ovalbumin sensitization via the ingestion of a 20% solution of egg white (EWS).
Control groups did not receive the sensitization, the oral challenge, or both. The
allergy protocol was induced in wild type BALB/c (wt), IL-4 deficient BALB/c mice
(IL-4 -/-), C57BL/6 (wt), IL-12 -/-, IFN-y-, IL-10 -/- , iNOS -/- and TNFRp55 -/- all
of the background C57BL/6. There was a significant increase in IgE and IgG, anti-
ovalbumin serum antibodies seven days after secondary immunization with
ovalbumin in wt BALB/c, wt C57BL/6 and all deficient C57BL/6 mice, but not in
IL-4 deficient BALB/c mice. After oral challenge with EWS, wt mice showed an
increase of IgE and IgG1 and a dramatic loss (20%) of their body weight, which not
were observed in wt BALB/c, wt C57BL/6 and all deficient C57BL/6 mice. The
response to Leishmania major infection was higher in the wt BALB/c, IL-12 -/-,
IFN-y- and iNOS -/- mice of the background C57BL/6, but not in IL-4-/-, IL-10 -/,
C57BL/6 mice. On the other hand, allergic wt BALB/c mice became resistant, as
assessed by the reduced growth of the footpad thickness after parasite inoculation.
Footpad histology showed smaller necrotic areas, with less ulceration, infiltrated
inflammatory mononuclear cells and rare macrophages with amastigotes in
parasitophorus vacuoles, when compared to control groups. The resistance was
connected to Thl response once there was more IFN-y production by spleenic cell
and increased of expression IFN-y mRNA by RT-PCR, increased of level of IgG2a
anti-Leishmania and decreased of migration cellular. Our results show that the
allergic process is capable of interfering with the susceptibility of BALB/c mice to

Leishmania major infection.
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Introducdo

Alergia alimentar

Aproximadamente, 20% da populacdo dos paises ocidentais sofrem de
doencas alérgicas que incluem asma, rinite, dermatite atopica e alergia alimentar,
entre outras. Essas desordens atdpicas tém aumentado nos paises ocidentais
desenvolvidos e em desenvolvimento (HOLGATE, 1999).

As razdes das mudancas na prevaléncia das desordens alérgicas ndo sdo ainda
conhecidas e varias hipdteses tém tentado elucidar, incluindo a “hipétese da higiene”,
que indica que a reducdo das infec¢des no inicio da infancia predispde as respostas
alérgicas (STRACHAN, 1989; HELM & BURKS, 2000; YAZDANBAKHSH et al.,
2002). O contato com bactérias no inicio da vida favoreceria o desenvolvimento de
uma resposta do tipo Thl devido a presenca de IL-12. Modelos murinos
experimentais mostram que a inje¢ao de lipopolissacaridio (LPS) antes do protocolo
de sensibilizacdo protege esse animal contra o desenvolvimento de respostas
alérgicas (TULIC et al., 2000). A incidéncia esta correlacionada com diversos fatores
como diferencas na genética das populacdes, imaturidade funcional da defesa
imunolégica que ocorrem nos primeiros anos de vida (HELM & BURKS, 2000;
GEHA, 2000), na resposta imune do hospedeiro, amamentagao e composi¢cao do
leite, idade do desmame, padrdes dos novos alimentos consumidos e processamento
de novos alimentos (LACK, 2004).

O intestino ¢ a principal via de entrada de antigenos no corpo e os linfocitos
ali presentes na mucosa, submucosa, placas de Peyer ou linfonodos mesentéricos sao
responsdveis pela montagem da resposta imune adequada contra esses antigenos
(SPRINGER, 1994; MAYER, 2003).

O ltmen gastrintestinal cont¢ém uma variedade de substancias nocivas,
incluindo patogenos e agentes quimicos ingeridos com o alimento, bem como
microrganismos e seus produtos toxicos. No entanto, em condi¢des fisioldgicas, o
sistema gastrintestinal apresenta muitas barreiras para evitar constantes reagdes a
esses patogenos. Entre elas, o muco que cobre continuamente e de forma aderente a
mucosa digestiva; as enzimas gastricas (pepsinas), pancreaticas (tripsina,

quimitripsina carboxipeptidases) e intestinais (aminopeptidases e dipeptidases)
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Introducao

(LAMONT, 1992) e a producdo de IgA que se liga a moléculas antigénicas e
dificulta sua penetragdo no organismo (MESTECKY, ef al., 1986). A mucosa do
trato gastrintestinal contém um grande numero de células imunocompetentes, tais
como: células “natural killer - NK”, polimorfonucleares, macréfagos, células
epiteliais, linfocitos intraepiteliais e da lamina prdopria, mastocitos e granuldceitos, que
representam importante papéis na fisiologia (imunoregulagdo, remodelamento do
tecido e defesa do hospedeiro) (GALLI & WERSHIL, 1996; LORENTZ &
BISCHOFF, 2001) e na patofisiologia (YU & PERDUE, 2001).

Mesmo frente a essas barreiras, os antigenos da dieta podem entrar na mucosa
intestinal através das células M situadas nas placas de Peyer. Macrofagos residentes
nessa placa fagocitam, processam e apresentam peptideos unidos a molécula de
histocompatibilidade principal (MHC) II para linfocitos T. Estes, ativam linfocitos B
comprometidos com a sintese de IgA. As células T e B migram, entdo, das placas de
Peyer para os linfonodos mesentéricos; destes, trafegam para o ducto toracico
chegando a circulacdo sangiiinea. Da circulagdo, os linfocitos ativados retornam a
mucosa digestiva e passam a residir na lamina prépria onde irdo secretar mais IgA
(HELM & BURKS, 2000).

Infecgdes por microrganismos, LPS de bactérias gram-negativas e a
microbiota comensal do intestino sdo necessdrios para o desenvolvimento das
fungdes desempenhadas pelas barreiras da mucosa e pelos fenomenos
imunoregulatorios (BRANDTZAEG, 2002). As células T reguladoras representam
um papel importante neste processo. Um numero significativo de células T
reguladoras tem sido definido nos ultimos anos como, células CD4+CD25+, T helper
tipo 3 (Th3) e T reguladoras tipo 1 (Trl). As células CD4+CD25+ parecem mediar
sua inibi¢do por contato célula-célula, enquanto Th3 e Trl secretam fator de
transformagao beta (TGF-f) e IL-10, respectivamente (SHEVACH, 2002, GAVIN et
al., 2002).

O sistema imune de neonatos ¢ predominantemente Th2. Assim, a resposta do
tipo Th2 parece diminuir gradualmente por volta de 2 anos de vida em individuos
ndo alérgicos. Por outro lado, em criangas alérgicas, essa resposta Th2 parece

aumentar nesse mesmo periodo de tempo (WILLS-KARP et al., 2001).
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Contudo, o desenvolvimento imaturo de varios componentes das barreiras do
intestino e do sistema imune reduz a sua eficiéncia (WEAVER, et al., 1987). Por
exemplo, a atividade enzimadtica ¢ baixa em recém-nascidos e a sintese de IgA ndo ¢
eficiente até os 4 anos de vida (MAYER, 2003). Consequentemente, este estado
imaturo das barreiras da mucosa pode determinar um aumento da incidéncia de
infecgdes gastrointestinais e de alergia alimentar vistos nos primeiros anos de vida
(SAMPSON, 1999).

Alergia ¢ um grupo de desordens geneticamente determinado caracterizadas
por aumento na capacidade de linfocitos B de sintetizar imunoglobulina (Ig) E contra
antigenos que entram no organismo através da inalagdo, ingestdo ou penetragdo pela
pele (PICCINNI et al., 2000). E caracterizada por uma hiperatividade imunolégica e
inflamacao alérgica (BUFE, 1998). Esses antigenos sdo considerados in6cuos, mas
capazes de induzir quadros patologicos em individuos sensibilizados. A alergia
alimentar estd incluida entre as alergias mais comuns em criangas (6 -
8%).(SAMPSON, 1999).

A despeito da enorme diversidade da dieta humana, poucos sdo os alimentos
relacionados com a grande maioria das reacdes alérgicas; dentre as proteinas
encontram-se: leite, ovo, amendoim, castanha, nozes, trigo, peixe e frutos do mar
(BEYER, 2003).

Os mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento preferencial da resposta
tipo Th2 reativas ao alérgeno em sujeitos atopicos nao estdo ainda completamente
esclarecidos. Atencdo tem sido dada ao possivel papel das células apresentadoras de
antigenos, frente ao repertorio de células T e citocinas presentes no micro-ambiente
durante a apresentagdo do antigeno (PICCINNI ez al., 2000).

Nessas condicdes, as células B sintetizam IgE especifica ao antigeno na
primeira exposicdo ao alérgeno. O peptideo é entdo apresentado & célula T CD4"
especifica ao antigeno via a MHC de classe 1I. A mudanga de IgM para IgE requer
interagdes entre antigeno, células B especificas e células T. As células T ativadas,
secretam IL-4 e expressam o ligante CD40, que agem sobre as células B,

estimulando a transformacao em plasmocitos secretores de IgE e produzindo células
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Introducao

B de memoria. Quando ocorrer uma nova exposi¢cdo ao antigeno a IgE especifica
sera secretada pelos plasmocitos e se ligara aos mastocitos.

A reagdo alérgica ¢ iniciada quando um antigeno faz a liga¢do cruzada com
IgEs ligadas a seus receptores Fc de alta afinidade (FcRI) em mastdcitos no tecido ou
basofilos na corrente sangiiinea (SUTTON et al., 1993). Esses receptores FcRI
encontram-se em abundancia nas membranas de mastdcitos e basofilos e em menor
nimero nas células de Langerhans, mondcitos, plaquetas e eosindfilos. A fase aguda
da reacdo alérgica reflete a agdo dos mediadores liberados pelos mastocitos, alguns
dos quais sdao pré-formados e estocados em granulos citoplasmaticos, enquanto
outros resultam da ativagdo enzimatica. Os produtos mais conhecidos liberados pelos
mastdcitos incluem histamina, serotonina, mediadores lipidicos (prostaglandinas,
leucotrienos), proteases (triptases, quimases), quimiocinas (eotaxina, RANTES) e
citocinas. Na fase tardia participam TNF- o, GM-CSF, MIP-1a e citocinas da
resposta tipo Th2, como: IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 (GOULD et al.,
2003). Histamina, prostaglandina e leucotrieno promovem a vasodilatacdo, aumento
da permeabilidade vascular e contracdo da musculatura lisa. Fatores quimiotaticos
atraem eosinofilos que liberam outros mediadores prolongando a resposta alérgica
(ANDERSON, 1997; FULEIHAN, 1998; SMARTIN et al., 2001).

A etiologia das alergias mediadas por IgE ¢ complexa e pouco entendida.
Uma caracteristica comum ¢ a elevada produg¢do de citocinas como IL-4, do
repertério Th2, que induzem essa producdo de IgE. A diferenciagdo de células T
virgens para o fenotipo Th2 parece ser dependente de certas citocinas presentes nos
estagios iniciais da resposta imune (HAAS et al, 1999). Varios estudos tém
mostrado que as células T do sangue periférico respondem ao alérgeno in vitro
produzindo citocinas do tipo Th2, como IL-4, IL-5 e IL-13, e ndo do tipo Thl, como
interferon-gama (IFN-y) e IL-12 (KAY, 2000).

As citocinas do tipo Th2 influenciam uma variedade de eventos associados
com a inflamacao alérgica cronica e infecgdes helminticas. Em adi¢do a estimulagdo
da producdo de IgE (IL-4, IL-13), esses efeitos incluem maturacdo de eosindfilos
(IL-5, IL-9), aumento da expressdo das moléculas de adesdo celular expressa nos

vasos (VCAM-1) seletivas para eosinofilos/basofilos, desenvolvimento de mastécitos
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(IL-3, IL-9, stem cell factor - SCF), hipersensibilidade respiratéria (IL-9, IL-13) e
producdo excessiva de muco (IL-4, IL-9, IL-13) (KAY, 2000).

Resposta imune tipo Th1 e Th2

As citocinas representam um papel importante na diversidade funcional da
resposta imune, sendo caracterizadas por uma relacdo inversa entre uma resposta
mediada por anticorpo e outra por células. Isto ¢ ilustrado pela existéncia de dois
tipos de células Th que sdo classificadas como Thl ou Th2 de acordo com os padrdes
de citocinas produzidas. (MOSMANN & COFFMAN, 1989).

Os fatores que determinam a diferenciacdo da resposta tipo 1 ou tipo 2
relacionam-se as caracteristicas do antigeno (tipo, dose, exposi¢do natural), do
hospedeiro (fatores genéticos, idade, historias prévias de infeccdes), o ambiente
(adjuvantes naturais) e citocinas presentes durante a apresentagdo do antigeno
(ABBAS et al, 1996).

As células Thl produzem IL-12, IFN-y e LT-a, LT- e TNF-3, enquanto as
células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. A resposta tipo Thl em
camundongos esta associada com o desenvolvimento da resposta imune mediada por
células, caracterizada pela hipersensibilidade do tipo tardia, ativacdo de macrofagos e
de células citotoxicas e pela producdo de subclasse da IgG (IgG2a) por células B
sendo associada as infec¢des com parasitas intracelulares. Por outro lado, na resposta
Th2 ocorre a producao de IgA, IgGl, IgG2b e IgE nesses camundongos que esta
associada as respostas alérgicas e infecgdes por helmintos (FINKELMAN et al,
1990).

Ambas as células Thl e Th2 desenvolvem-se de células T CD4" tendo uma
mesma célula T precursora (ThO). As citocinas neste meio ambiente representam um
papel chave nesta diferencia¢do da célula ThO. Interleucina-2 ¢ produzida por células
ThO quando exposta ao antigeno e serve como um importante fator de crescimento.
Interleucina-12 induz células NK a produzirem IFN-7, que junto com IL-12

promovem a diferenciagao das células ThO para a via Th1 (TRINCHIERI, 1995).
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Interleucina-10 tem um amplo efeito antiinflamatorio e antialérgico. Ela inibe a
sintese de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IFN-y) e citocinas derivadas de
células Th2 (IL-4 e IL-5).

As células Thl e Th2 sofrem um controle em sua expressao de acordo com o
tipo de citocinas produzidas. Por exemplo, INF-7 produzido por células Thl inibe a
proliferacao de células Th2 e mudancga no isotipo das células B pela IL-4. Da mesma
forma, células Th2 regulam as células Thl através da secrecao de IL-10 que inibe a
secregdo de IFN-7 por células Thl e assim permite o desenvolvimento da resposta

tipo Th2. (BOYAKA & McGHEE, 2001).

Leishmania

Entre as diversas doengas parasitarias, as leishmanioses sdo colocadas entre
as seis mais importantes pela Organizacdo Mundial da Satde. Ocorre em 88 paises
em todos os continentes, com exce¢ao da Oceania e Antartica. A incidéncia anual ¢
estimada em 1,5-2 milhdes de casos de leishmaniose sendo que somente 600.000
casos sdo declarados oficialmente. A prevaléncia mundial é estimada em 12 milhdes
de individuos infectados e 350 milhdes expostos ao risco de adquirirem a doenca
(WHO, 2001).

Os agentes etiologicos das leishmanioses sdo protozoarios da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania (ROSS, 1903)
subgénero Leishmania e Viannia (LAISON & SHAW, 1987). Os parasitos sdo
transmitidos aos hospedeiros mamiferos através da picada de fémeas de insetos
hematofagos da familia Psichodidae e subfamilia Phlebotominae, pertencentes aos
géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo).

No tubo digestivo dos insetos vetores, os parasitos do subgénero Viannia
desenvolvem-se de modo diferente daqueles do subgénero Leishmania, mas em
ambos o0s casos ocorrem o aparecimento de formas flageladas infectantes,
denominadas promastigotas metaciclicas. No momento do repasto sangiiineo, o
inseto injeta estas formas flageladas, juntamente com saliva, na pele do hospedeiro

mamifero. Neste, os parasitos infectantes encontram a primeira barreira imunologica,
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que ¢ um ambiente contendo componentes soltiveis (como complemento, anticorpos,
citocinas e quimiocinas) (TAPIA, et al, 1994), além de diversas células
imunocompetentes (como células de Langerhans, queratinocitos, linfocitos T da pele,
células endoteliais, mastdcitos, macrofagos, entre outras). Como o parasito sobrevive
e se multiplica exclusivamente dentro de fagdcitos mononucleares no hospedeiro
vertebrado, a promastigota precisa se ligar a receptores especificos dos fagdcitos para
serem internalizadas (MOSSER & ROSENTHAL, 1993).

Viarios podem ser os receptores da superficie de macrofagos que participam
destas interacdes, como os aqueles para imunoglobulinas e para fracdo do
complemento como CR1 e CR3, para fibronectina e receptores do tipo lectina.
Dentre estes, os receptores para complemento tém sido amplamente estudados,
porque as principais moléculas de superficie de promastigotas das Leishmania, uma
metaloprotease de 63 kDaltons que hidrolisa grande numero de polipeptideos in vitro
(gp63) e lipofosfoglicano (LPG ancorado a fosfatidilinositol) sdo capazes de mediar
a ligacdo do componente do sistema de complemento C3, na superficie do parasita
(RUSSEL, 1987; PUENTES, et al., 1988; KANE & MOSSER, 2000).

Além disto, sugere-se que a interagao de Leishmania com macrofagos através
dos receptores para C3 constitui uma via de prote¢ao para o parasito, pois a formacao
de compostos reativos do oxigénio ¢ menos estimulada quando os parasitos entram
no fagécito utilizando-se desta via (MAUEL, 1996,). A protecio do parasito pela
LPG que estd relacionada a inibi¢do da fusdo do endossomo ao fagossomo
(DESJARDINS & DESCOTEAUX, 1997), inibi¢do da proteina kinase C (PKC)
(GIORGIONE et al., 1996), inibi¢do da sintase de 6xido nitrico induzivel (iNOS) e
produgdo de NO (PROUDFOOT, et al., 1996) garantindo sua sobrevida até atingir
formas mais resistentes as adversidades encontradas dentro do fagocito (CHANG, et
al., 1989). A grande parte da capacidade das L. major e L. donovani de entrar no
fagocito ¢ dependente da opsonisagdo do parasito por C3 (MOSSER &
ROSENTHAL, 1993).

O parasito dentro do macrofago transforma-se em amastigota, que tem como
seu sitio de localizagdo final o fagolisossoma. Este ambiente com pH extremamente

acido, rico em enzimas lisossomais e radicais de oxigénio altamente reativos exigem
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que os parasitos utilizem diversos mecanismos adaptativos, muitos dos quais
permanecem pouco entendidos ou ainda desconhecidos, para promover a sua
sobrevivéncia (MAUEL, 1996). De maneira geral, formas amastigotas sdo mais
resistentes a morte no macrofago do que formas metaciclicas que, por sua vez, sao
mais resistentes do que formas prociclicas. Uma das razdes para esta diferenga ¢ que
amastigotas sdo mais capazes de remover perdxido de hidrogénio que promastigotas
(CHANNON & BLACKWELL, 1985). Além disto, a principal forma dos
macrofagos matarem amastigotas em camundongos ¢ dependente da a¢dao de 6xido
nitrico (NO) e ndo pela acdo de outros produtos oxidativos capazes de matar
promastigotas (LIEW & O’DONNEL, 1993).

As amastigotas possuem diferentes expressdoes das moléculas de superficie,
quando comparadas com promastigotas, diminui¢do da expressao de LPG e da gp63.
Por isto, podem utilizar diferentes receptores para penetrar em macréfagos (MAUEL,
1996; MOSSER & ROSENTHAL, 1993; KANE & MOSSER, 2000).

Caso a Leishmania sobreviva dentro do macréfago, ela se replica culminando
com a ruptura da célula fagocitica e a liberagdo das formas amastigotas que podem
penetrar em novos fagocitos. O ciclo do parasito se completa quando a Leishmania &
sugada e desenvolve-se, novamente, no inseto vetor (HANDMAN, 1999).

A via final que media a permanéncia ou destrui¢do pelo macrofago dos
camundongos envolve a producdo de NO pela iNOS. A inibicdo de NO torna o
macroéfago incapaz de restringir o crescimento da L. major in vitro (GREEN et al.,
1990).

A infec¢do de camundongos com a L. major causadora da leishmaniose
cutanea foi um dos primeiros modelos in vivo para o estudo da diferenciacdo da
resposta imune e dos parametros que governam a resposta imune Thl e Th2
(REINER & LOCKSLEY, 1995). Linhagens isogénicas de camundongos foram
utilizadas e classificadas como sendo resistentes ou susceptiveis a infecgdo com L.
major. Assim, os camundongos se tornaram excelente modelo para o estudo da
leishmaniose, principalmente para a leishmaniose cutanea, onde a severidade da
doenca pode ser determinada pela mensuracdo do tamanho da lesdo, entre outros

parametros. Camundongos que montam a resposta imune tipo Th1 (C57BL/6),
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caracterizada pela producao de IFN-y, resolvem sua lesdo e se curam. Enquanto,
camundongos que montam uma resposta Th2 (BALB/c), caracterizada pela producdo
de IL-4, morrem devido a disseminagdo sist€émica do parasito (SCOTT, 1989,
SCOTT, 1991).

Interleucina 12 ¢ uma citocina produzida por células dendriticas, mondcitos-
macrofagos e outras células apresentadoras de antigenos (TRINCHIERI, 1994). A
producdo de IL-12 ¢ importante para a inducdo de uma resposta Thl protetora ao
Toxoplasma e Leishmania (AFONSO et al., 1993; HEINZEL et al., 1993; LIEW &
O’DONNEL, 1993). Sua expressdo induz a produ¢do de IFN-y por células NK e
células T. IFN-y por sua vez media a protecdo por induzir a expressdo de iNOS e
produ¢do de NO. Conseqiientemente, a neutraliza¢ao de IL-12 leva a exacerbagdo da
infeccdo pelas L. major e L. donovani (HEINZEL et al., 1993). A forma
promastigota metaciclica de Leishmania inibe a producao de IL-12 por macrofagos,
tanto in vitro (PIEDRAFITA et al., 1999), como in vivo (BELKAID et al., 1998;
REINER et al., 1995).

As citocinas TGF-beta e a IL-10 também inibem os macrofagos. Leishmania
braziliensis, L. mexicana ¢ L. major ativam a producao de TGF-beta tanto in vivo
(infecgdes cutaneas) quanto in vitro (infeccdo com macrofagos peritoneais).

Embora a infeccdo pela Leishmania em camundongos geneticamente
resistentes resulte no completo desaparecimento da doenga, L. major vidveis podem
ser encontradas no baco, medula 6ssea, nodulos linfoides e figado por toda a vida do
animal (AEBISCHER et al, 1993). E essa permanéncia estd relacionada com
estimulacdo de células CD4+CD25+ que confere aos camundongos C57BL/6 a
imunidade a re-infeccdo (BELKAID et al., 2002).

Recrutamento celular

Os processos inflamatorios sdo importantes para conter ¢ eliminar parasitas,

bem como de promover a cura de feridas nos tecidos lesados. No entanto, se o
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sistema imune ¢ impropriamente estimulado ou hé auséncia de fatores reguladores, a
resposta inflamatodria pode resultar em conseqiiéncias deletérias para o hospedeiro.

O leucdcito para sair do vaso sangiiineo deve ter um contato inicial e rolar ao
longo do endotélio, aderir ¢ entdo migrar. Essa seqiiéncia de eventos ¢ mediada por
uma variedade de moléculas de adesdo expressadas na membrana tanto da célula
endotelial, quanto do leucdcito (BUTCHER 1991, SPRINGER 1994). O contato
inicial e o rolamento estdo sob o controle das selectinas. Na resposta inflamatdria
aguda a P-selectina ¢ expressada (ASAKO et al. 1994) e ao longo da progressdo da
resposta E-selectina e o ligante para L-selectina permite o recrutamento de mais
neutrofilos e outras células inflamatorias. Durante esse evento os leucocitos sdo
ativados e aderem ao endotélio através das moléculas de adesdo B 2 integrina
(CD11/CD18) a ICAM-1 do endotélio (KISHIMOTO & ANDERSON 1992). Com a
progressdo da resposta inflamatoria o aumento de ICAM-1 e de molécula de adesao
vascular-1 (VCAM-1) contribuem para recrutar mais células, incluindo monocitos,
eosindfilos e linfocitos.

O recrutamento celular estd sob o controle de varios mediadores
inflamatorios. Sabe-se que as células endoteliais expressam a enzima sintase de
oxido nitrico endotelial (eNOS) e na sua auséncia hd o recrutamento de leucocitos,
mesmo sem um estimulo adicional (HICKEY et al., 2001). Ja nos processos
inflamatorios, ocorre o estimulo da isoforma 6xido nitrico sintase induzida (iNOS),
que estd associada a eliminacdo de parasitas intracelulares e atua também no
recrutamento dos leucdcitos.

As quimiocinas sao citocinas de baixo peso molecular e possuem importante
papel no recrutamento e ativag¢ao de leucdcitos (ROT & VON ANDRIAN, 2004). A
sua produgdo ¢ estimulada por LPS, mitégenos, citocinas pro-inflamatdrias e varios
patogenos (MOSER, 2004). A a¢do das quimiocinas se da via os receptores presentes
na superficie das cé€lulas e ¢ observado um efeito redundante entre eles (quimiocinas-
receptor) (MAHALINGAM & KARUPIAH, 1999).

As quimiocinas sdo determinadas de acordo com os 2 residuos de cisteina
amino-terminal. MCP-1 ¢ RANTES sdo quimiocinas CC e exercem sua acao em

multiplos subgrupos de leucécitos. MCP-1 atrai principalmente monocito, células T
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de memoria e célusas NK (MATSUSHIMA et al., 1989). RANTES ¢ quimiotatica

para eosinodfilos, mondcitos, basodfilos e células T de memoria (ROT et al., 1992,

SCHALL et al., 1990).

Relaciio Alergia - Leishmania.

O aumento da alergia esta ocorrendo paralelamente com muitas mudancgas
sociais como, programas de satde publica, reducdo de infec¢des em criangas,
programas de vacinagdo e mudangas na estrutura e condi¢des de vida familiar.

Mesmo, com o advento de alimentos manufaturados, pequenas quantidades
de alérgenos podem ainda, estar presentes na comida e alguns pacientes atopicos
continuamente expostos a eles. Nesses individuos, a exposi¢ao continua ao alérgeno
pode induzir uma condigdo alérgica de leve a mais severa. Para tentar mimetizar essa
situagdo, noés desenvolvemos um modelo experimental de alergia alimentar em
camundongos BALB/c no qual os animais sdo sensibilizados com ovalbumina
(OVA), proteina da clara do ovo, e posteriormente desafiados diariamente com
solucao de clara de ovo a 20% (SCO). Neste modelo mostramos os eventos iniciais,
relacionados ao processo alérgico, como o aumento da permeabilidade vascular e
edema intestinal apos 6 horas do desafio, pico de eosindfilos, apds 48 horas, nas
vilosidades do jejuno proximal e 21 dias apds, aumento no nimero de mastocitos, no
muco produzido pelas células caliciformes, na producdo de IgE anti-OVA e
diminui¢ao do peso corpdreo em 20% dos animais alérgicos quando comparados aos
controles (SALDANHA et al., 2004).

LEE e colaboradores (2004) mostram a resposta alérgica, com producao de
IgE, a uma grande variedade de alimentos que ndo sdo normalmente considerados
como alergénicos. Os autores descrevem anafilaxia em um individuo com alergia a
berinjela com reatividade clinica e sorologica cruzada ao latex. Além desse, varios

produtos encontrados no cotidiano alimentar de varias culturas, podem ser
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considerados alergénicos, como varios frutos e vegetais, entre eles tomate, batata,
banana e abacate (BLANCO, 1994).

O contato didrio com substancias alergénicas em pequenas doses pode levar a
estimulacdo do sistema imunologico podendo alterar a resposta frente a outras
manifestagdes imunologicas, como a infecgdo por parasitas intra ou extracelulares.

No entanto, as condi¢des de saneamento basico nao tém evoluido na mesma
propor¢do que as industrias alimenticias, em paises em desenvolvimento como o
Brasil. Assim, essa populagdo estd exposta a uma grande variedade de infecgdes
causadas por bactérias, virus, protozoarios e helmintos. Nao estd esclarecido se
hospedeiros com alergia sdo mais susceptiveis ou resistentes a infeccdo ao
protozoario do género Leishmania.

A partir do protocolo de imunizagdo com OVA mais o adjuvante hidréxido de
aluminio (AI(OH)3) em camundongos BALB/c, obtivemos um grupo alérgico. Nesse
grupo a agua foi trocada por solugdo de clara de ovo a 20% (SCO) e apds 7 dias
desse procedimento, esses animais, assim como, seu grupo controle foram infectados
com L. major. Ao longo das quatro semanas de infecgdo somente os animais do
grupo alérgico perderam peso (20%) quando comparado ao grupo controle. Mesmo
diante da perda de peso, ndo foram observadas alteragdes em relacdo a morfologia e
morfometria intestinais, a ingestdo liquida, a desidratagdo, ao consumo de racdo e
nem a desnutricdo. Entretanto, nos animais do grupo alérgico observou-se menor
desenvolvimento da lesdo causada pela infec¢do com L major quando comparado ao
grupo controle.

Portanto, observamos que camundongos BALB/c, conhecidos por
apresentarem uma resposta do tipo Th2 a L. major, e, conseqiientemente,
desenvolverem lesGes graves a esse parasita, tornam-se resistentes se 0 processo
alérgico a uma proteina alimentar ¢ desencadeado anteriormente ¢ mantido durante a
evolucdo da doenga parasitdria. Em nossos estudos in vitro, observamos que os
macrofagos peritoneais provenientes de camundongos alérgicos foram capazes de
produzir mais Oxido nitrico frente a L. major que macréfagos peritoneais
provenientes de camundongos ndo alérgicos. Esses resultados mostram que a alergia

tornou a capacidade leishmanicida do macréfago mais eficaz. No entanto, ndo esta
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claro se houve ou ndo reversao do tipo de resposta de Th2 para Thl nesses animais, €
nem mesmo porque isso ocorreria se a alergia ¢ um processo do tipo Th2.

O sistema imune de humanos e camundongos sdo similares em muitos
mecanismos (DASER et al, 1998) como as respostas do tipo Thl e Th2
(MOSMANN et al., 1986; ROMAGNANI, 1991) envolvidas nas respostas alérgicas.
Em camundongos o fenotipo alérgico pode ser criado sob condigdes ambientais
controladas e com linhagens geneticamente definida. Além disso, hd& um grande
nimero de reagentes imunoldgicos para estudar a resposta imune, assim como,
animais deficientes ou transgénicos que fornecem ferramentas valiosas para isolar os
varios componentes envolvidos nas respostas imunoldgicas. Estes estudos muitas
vezes revelam a redundancia das respostas imunologicas dos hospedeiros frente a

diversos agentes.
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4.1- OBJETIVO GERAL

Investigar mecanismos imunoldgicos envolvidos na interferéncia da alergia

alimentar com a resisténcia de camundongo BALB/c alérgico a infec¢do com

Leishmania major.

1-

4.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar o protocolo de alergia alimentar em camundongos BALB/c, BALB/c IL-
4 -/-; C57BL/6, IL-10-/-, IFN-y -/-, IL-12-/-, iNOS-/- ¢ TNFRp55 -/- e avaliar
peso dos animais, controle do consumo liquido e de ragdo e produgdo de

imunoglobulinas (IgE e IgG1 anti-OVA), pelo teste do ELISA.

Inocular, L. major no coxim plantar dos animais e avaliar o desenvolvimento da
lesdo por mensuracdes com paquimetro, histopatologia da pata e produgdo de
anticorpo (IgG2a e IgG1) contra antigenos do parasito como medida da resposta

Thl e Th2, respectivamente.

Realizar em camundongos BALB/c submetidos ao protocolo de alergia alimentar
e infeccdo com a L. major na pata e avaliar a producdo de citocinas (IL-4, IL-10 e
IFN-y) secretadas por linfocitos do bago e linfonodo, producido das quimiocinas
MCP-1 e RANTES por ELISA e expressdao do mRNA das citocinas IL-4, [L-10 e
IFN-y por RT-PCR.

Realizar a técnica de microscopia intravital em cremadster, infectados ou nao pelo
parasito, em animais BALB/c e C57BL/6, normais e alérgicos e avaliar o
rolamento, adesdo e transmigragdo de leucocitos, andlise histopatologica do
cremaster e coleta de sangue periférico para contagem de leucocitos circulantes

nas condig¢oes estudadas.
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5.1- ANIMALIS.

Foram utilizados camundongos (fémeas e machos) jovens com 6 semanas de
idade, das linhagens BALB/c e do mesmo background deficiente para a citocina IL-4
(IL-4 -/-), e C57BL/6 e deficientes para as citocinas IL-10 (IL-10-/-), IFN-y
(IFN-y -/-), IL-12 (-/-), para o receptor p55 do TNF-o (TNFRp55 -/-) e para 6xido
nitrico sintase induzida - iINOS (iNOS-/-) todos com background C57BL/6. Os
animais deficientes foram cedidos pelas professoras Leda Q. Vieira e Jacqueline I.
Alvarez-Leite, do Laboratério de Gnotobiologia do Depto. de Bioquimica e
Imunologia — ICB — UFMG.

Os camundongos selvagens foram provenientes do Centro de Bioterismo do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO-
UFMQG).

Foram utilizado 5 animais em cada grupo experimental e controle,

respectivamente.

5.2- INDUCAO DA ALERGIA ALIMENTAR

5.2.1- Antigeno

Foi utilizado como antigeno a OVALBUMINA (OVA, albumina da clara de
ovo, SIGMA Grade V, SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA).
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5.2.2- Inducio alergia

A alergia alimentar foi induzida através da inje¢do (0,2 mL) de 10 pg
ovalbumina (OVA, albumina da clara de ovo, grade V, Sigma Chemicol Co., St.
Louis, MO, USA) adsorvida em 1 mg Al(OH); como adjuvante via subcutanea no
dorso do animal nos dias zero e 14. A ingestdao de SCO contendo OVA teve inicio 7
dias apos a sensibilizag¢do secundaria.

O grupo controle recebeu adjuvante no dia zero e apenas salina ap6s 14 dias,

e permaneceu bebendo agua ao longo de todo o experimento (Figura 1).

SALINA + 1 mg Al(OH), 10 ug OVA + 1 mg Al(OH)s

24 2

l 14 dias depois l

SALINA 10 png OVA

4 24

7 dias depois

Sensibilizagio
Primaria

Estimulo
Secundario

o
=
<
g QpD, QpED,
GRUPO : GRUPO :
Controle Alérgico
Figura 1: Protocolo Experimental da Alergia — Grupo controle: inje¢do

subcutanea de salina + AI(OH); no primeiro dia, e salina 14 dias apds. Grupo
alérgico: inje¢do subcutanea de 10 ug OVA + 1 mg Al(OH); no primeiro dia, e OVA
14 dias apds. Dias depois e até o final do experimento grupo alérgico recebeu

solucao de clara de ovo a 20% em substitui¢do a agua.
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5.3- Avaliacdo da Produgio de Anticorpos Anti-OVA

5.3.1- Obtencao do Soro

Sete e 81dias apds a sensibilizagdo secundaria, em todos os experimentos os
animais foram anestesiados com xilazina (20 mg/Kg) e ketamina (100 mg/Kg).para
obtencdo do sangue. Apds coagulacao, o sangue foi centrifugado (900 g) por 10
minutos. As amostras do soro foram congeladas (-20° C) para posterior analise

qualitativa dos titulos de anticorpos.

5.3.2- Dosagem do Anticorpo IgG1 no Soro

Microplacas de poliestireno (Nunc, Roskilde, Denmark) foram incubadas
overnight (4°C), com 2 ug de OVA diluidos em 100 pl por pogo em tampao
carbonato pH=9,6 (Coating Buffer). Apos 18 horas, no minimo, as placas foram
lavadas duas vezes com salina fisioldgica contendo 0,05% de Tween 20 (SIGMA
Chemical Co., St Louis, MO, USA — solu¢do salina tween) e incubadas, por uma
hora, com 200 pl de solucdo de caseina a 25% em PBS (PBS-caseina) por pogo, para
bloqueio, a temperatura ambiente. A solucdo de bloqueio foi desprezada e as placas
incubadas, por 1 hora, com 100 pl por pogo de seis diluicdes seriadas dos soros a
serem testados, iniciando com a dilui¢do 1:100 (fator de dilui¢do seriada = 0,5 ,
diluigdes 1:100 a 1:3200). As placas foram, entdo lavadas seis vezes com salina-
Tween e incubadas, por 1 hora (37°C) com anticorpos de cabra anti-IgGl de
camundongo (Goat anti-mouse IgGI, Southern Biothecnology Associates,
Birmingham, AL, USA), diluidos a 1:20000. As placas foram novamente lavadas
seis vezes com salina-Tween e incubadas por 1 hora (37°C) com anticorpos de

coelho anti-IgG de cabra conjugados com peroxidase (Rabbit anti-goat IgG — HRP,
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Southern Biothecnology Associates, Birmingham, AL, USA). As placas foram
novamente lavadas seis vezes com salina-Tween e incubadas, no escuro, com 100 pl
por pogo de tampao citrato (pH=5,0) contendo H,O, e ortofenileno-diamino (OPD).
Ap6s 20 minutos, a reagdo foi interrompida pela adigao de 20 pl por pogo de H,SO4 a
2%. A densidade optica foi obtida em leitor de ELISA automatico (EL800, Bio-Tek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) com filtro de 492 nm. Em todas as placas foi
utilizado um controle positivo padrao (pool de soros de animais imunes), um controle
negativo (pool de soros de animais normais), além de um controle da propria placa
(branco).

Os resultados foram expressos como unidades arbitrarias (UA), tendo como
controle o soro positivo de um animal sensibilizado, onde foi dado um valor de 1000

unidades e as amostras comparadas a partir desse valor na melhor diluigdo (1:1600).

5.3.3 — Dosagem de IgE anti-Ova por ELISA

Placas de poliestireno (Nunc) foram sensibilizadas com anticorpo de rato
anti-Ig de camundongo diluido 1:250 (Rat anti-mouse IgE, Southern
Biotechnology, Birmingham, Inc.) (50 pl/pogo) por, no minimo, 18 horas a 4°C. No
dia seguinte, apos lavagem e bloqueio (1 hora a temperatura ambiente (TA)) com
200 pl de PBS-caseina. Foram adicionados 50 pl/pogo de soro total das amostras de
camundongos. Apos incubag¢do por 2 horas, as placas foram lavadas com salina-
Tween por seis vezes. Foram adicionados 50 pul da OV A-biotinilada (1 mg/mL) por 1
hora a TA. A placa foi novamente lavada com salina-Tween e incubada, agora, com
a estreptavidina conjugada com a peroxidase (Southern Biotechnology, Birmingham,
AL) em uma diluigcdo de 1:5000 (50 pl/pogo) por mais 45 minutos. Em seguida foi
realizada a etapa de revelacdo com OPD mais H,O, em tampao citrato (100 ul/pogo)
e as amostras foram lidas em 492 nm em leitor de ELISA (EL800, Bio-Tek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

Os resultados foram computados através das densidades Opticas e foram

expressos como unidades arbitrarias (UA), tendo como controle o soro positivo de
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um animal sensibilizado, onde foi dado um valor de 1000 unidades e as amostras

comparadas a partir desse valor.

5.4. AVALIACAO GERAL

5.4.1 Avalia¢ao do peso corporal

Todos os animais foram pesados individualmente, uma vez por semana, em
balanga digital, a fim de se avaliar a variacdo do peso corpdreo ao longo de todo o
experimento. O peso corporal final de cada grupo foi obtido através da média dos

pesos.

5.4.2 Avaliaciao do consumo liquido

As mamadeiras contendo dgua ou SCO foram pesadas e trocadas diariamente,

para avaliacao do consumo ligiiido diario de cada grupo.

5.4.3 Avaliaciao do consumo de racao

Todos os grupos receberam racao "ad libitum" ao longo de todo experimento.
Para controle do consumo, a ragdo foi pesada antes e depois de ser colocada nas

gaiolas.
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5.5- INFECCAO EXPERIMENTAL POR LEISHMANIA

5.5.1- Parasita.

Foi utilizada a Leishmania major da linhagem Friendlin clone IV
(MHOM/IL/80/Friendlin), mantidas no laboratério de Gnotobiologia sob
responsabilidade da prof* Leda Q. Vieira, do Departamento de Bioquimica e

Imunologia do ICB-UFMG.

5.5.2 - Infeccao in vivo

Com o auxilio de seringas e agulhas descartaveis estéreis, os grupos
estudados submetidos aos protocolos de sensibilizagdo foram inoculados sub-
cutineamente na pata posterior esquerda com 1x10’ promastigotas de Leishmania
major no inicio da fase estacionaria em 50 pl de PBS, sete dias apds o desafio com

SCO permanecendo infectados por 6/8 semanas. (Figura 2).
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GRUPO:

GRUPO:
Controle

Alérgico

T T
I-—1

Inoculagao, via subcutanea, no coxim plantar
1x10’ promastigota Leishmania major na fase estacionaria (0,05 ml)

Apds 6/8 semanas

Necropsia para retirada da pata

Figura 2- Protocolo Experimental da infeccio por Leishmania major — Os
animais, submetidos protocolo da alergia foram inoculados com 1x10’ promastigota,

L. major na fase estacionaria (0,05 ml), no coxim plantar via subcutinea,

permanecendo infectados por 6/8 semanas.

5.5.3 - Avaliaciao do tamanho da lesiao

A evolugdo da infeccdo foi realizada através de observagdes macroscopicas e
de mensuracdes com o auxilio de um paquimetro (Mitutoyo-Shock proof). Foram
feitas medidas da pata posterior esquerda (infectada) e direita (ndo infectada) duas
vezes por semana pelo periodo de 8 semanas. A diferenca entre estas medidas,

expressa em milimetros, representou o tamanho da lesao.
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5.5.4 — Histopatologia

Apds o término de cada experimento na 6%/8* semana, os animais foram
anestesiados com xilazina (20mg/Kg) e ketamina (100mg/Kg), retirado sangue pelo
plexo axilar, para obtencdo do soro, e sacrificado para retirada do coxim plantar que
foi colocado em solugdo tamponada e formol a 10% para analise histopatologica.

O material fixado foi preparado para histologia por desidratacdo em solugdes
sucessivas de alcoois, clarificado em xilol, incluido em parafina, cortado em secgdes
de 4 um de espessura em micrétomo (American Optical), montados em laminas de
vidro, corados pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) e examinados em

microscopio 6ptico (OLYMPUS B 201).

5.5.5- Avaliacao da producao de anticorpos anti-Leishmania

Para avaliacdo de producao de anticorpos IgG1 e IgG2a, o soro dos animais
apos 6/8 semanas de infecgao foi testado através do ELISA.

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com o antigeno de L. major (AgLm)
10 pg/mL a 4°C no dia anterior. Ap0s esse tempo, foram lavadas com salina-Tween e
feito o bloqueio com PBS/BSA 1% a 37°C por 1 hora. Posteriomente foram lavadas
com salina-Tween e foram adicionadas as amostras na dilui¢do 1:50 por 2 horas a
37°C. Apés lavar 5 vezes com salina-Tween, foi acrescentado o isotipo IgG1 (Goat
anti-mouse IgG1, Southern Biothecnology Associates, Birmingham, AL, USA) ou
IgG2a (Goat anti-mouse IgG2a, Southern Biothecnology Associates, Birmingham,
AL, USA) na diluicdo 1:10000, por 1 horas a 37°C. As placas foram lavadas e
acrescentados anticorpos de coelho anti-IgG de cabra conjugados com peroxidase
(Rabbit anti-goat IgG — HRP, Southern Biothecnology Associates, Birmingham, AL,
USA) (1:2000) por 1 hora a 37°C. Apods lavagem, foi acrescentada a solucdo

reveladora contendo OPD mais H,O, sendo mantida em local protegido da luz a TA.
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A reagdo foi parada com H,SO4 (1:20) e as amostras foram lidas em 492 nm em

leitor de ELISA (EL800, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

5.6- AVALIACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS E
QUIMIOCINAS

5.6.1-Avaliaciao da produciao das citocinas in vitro

O padrao de citocinas produzidos pelos animais foi estabelecido a partir de
células do bago e linfonodos popliteos dos camundongos BALB/c.

Suspensodes de células do bago e linfonodos popliteos foram preparadas de
acordo com o método descrito por TAYLOR e colaboradores (1987). Os o6rgaos
foram retirados ¢ macerados com 2 ml de RPMI 1640. Em seguida, a suspensio de
células obtidas foi transferida para um tubo de 15 mL. Com uma pipeta Pasteur, a
suspensdo foi retirada deixando-se os debris no fundo do tubo. A suspensdo de
células em meio foi transferida para outro tubo e centrifugada a 400g por 5 minutos.
No caso do bago, o sobrenadante foi desprezado ¢ 9 mL de agua bidestilada foram
acrescentados ao tubo para lisar as hemacias. Imediatamente, foi adicionado 1 mL de
PBS 10x concentrado. A suspensao foi centrifugada novamente a 400g por 5
minutos, ressuspendidas em meio completo (RPMI 1640 enriquecido com 2mM de
L-glutamina, 50 uM de 2-mercapto-etanol, 100 U/mL de penicilina e 5-10% de soro
fetal bovino inativado) e contadas. As células (1x10” células/mL) foram colocadas
em placas de 96 pogos e estimuladas com o mitégeno concanavalina A (Con-A)
(1pg/mL), o antigeno OVA (1mg/mL), antigeno da Leishmania (20 ng/mL Aglm) e
OVA + antigeno da Leishmania, diluidos em meio completo. As placas foram
incubadas a 37°C em estufa umidificada em atmosfera de 5% de CO,, e o
sobrenadante coletado 72 horas apés para a dosagem de citocinas por ELISA,
conforme recomendado pelo fabricante (RD System, Minneapolis, Minn.). Foram

dosadas IL-10, IL-4, IL-5 e IFN-y.
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5.6.2- Avaliacio da producio de quimiocinas

Foram dosadas as quimiocinas MCP-1 e RANTES nas patas de animais
BALB/c controle e alérgico, apos infec¢do por 6 semanas (como descrito por REES
et al., 1999). Cem miligramas da pata infectada ou ndo, de animais alérgicos e
controle, foram retirados durante a necrépsia e mantidos a temperatura de -20°C. As
amostras com PBS contendo antiproteases (0.1 mM PMSF, 0,1 nM benzethonium
cloridrico, 10 mM EDTA e 20 KI aprotinina A) e 0,05% Tween20 apos
centrifugacdo por 10 minutos a 3000 g, o sobrenadante foi utilizado para o ensaio de
ELISA diluidos 1:3.

Placas de ELISA foram cobertas com anticorpo policlonal anti-RANTES e
MCP-1 (RD System, Minneapolis, Minn.) de camundongo (1-2 pg/ml) e incubadas a
4° C por 24 horas. As placas foram entdo lavadas 3 vezes, a reagdo bloqueada pela
adi¢do de albumina bovina 1% e deixadas em agitagdo horizontal durante 1 hora.
Apbs nova lavagem, as placas foram incubadas com amostras ou quimiocina
recombinantes de rato por 24 horas. Os anticorpos policlonais biotinilados foram
usados com diluicdo de 1:1000. Para deteccdo foram utilizados estreptoavidina e
OPD como substrato. A curva padrdo foi feita utilizando as concentragdes de 1000,

500, 250, 125, 60, 30 e 15 pg/mL. A leitura foi realizada a 490 nm.

5.6.3- Avaliaciao da producao das citocinas através do RT-PCR:

Amostras das patas dos camundongos BALB/c foram tratadas com RNAzol
(solugao desnaturante que contém inibidores de RNAse), maceradas com auxilio de
um homogeinizador e estocadas a —70°C para posterior utilizagdo. A esta temperatura
o RNA mensageiro permanece conservado.

Apo6s descongelamento, foi adicionado cloroférmio as amostras, mantidas em
banho de gelo por 15 min. Apds, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 4°C.
e os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos eppendorf, aos quais foi

adicionado igual volume de isopropanol. Apds estocagem por 15 min. a -20°C, as
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amostras foram centrifugadas por 15 min a 4°C, quando entdo, foi possivel visualizar
um pequeno pellet branco contendo o RNA que entdo foi lavado com etanol 95%,
seco e ressuspendido em dgua DEPC. O material permaneceu conservado a -70°C
para uso posterior.

As amostras foram diluidas em 4gua bidestilada, em placas de quartzo de 96
pogos, para determinacdo da densidade optica. A leitura das amostras foi realizada
em espectofotometro nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. O calculo da

concentragdo, em pg/uL, foi efetuado a partir da seguinte formula:

Valor da leitura fator de diluicao coeficiente de
em 260nm das amostras extingao de RNA (40)
1.000

A transcricdo de fita simples de RNA em fita de ¢cDNA foi realizada
utilizando-se uma maquina de PCR. Inicialmente, foi adicionada as amostras de
RNA (previamente diluidas a 0,1 pg/pl) uma solugcdo contendo 2,5 mM de
deoxinucleotideos trifosfato (DNTPs), 0,1 M de ditiotreitol (DTT), RNAsin
(inibidor de RNAse), 7,5 pM de oligonucleotideos e 4gua bidestilada. Essas solucdes
foram incubadas a 70°C por 5 min e resfriadas a 4°C por 5min. Foi entdo, adicionada
a enzima transcriptase reversa e as solugdes deixadas a temperatura ambiente por
mais 5 min. A seguir, incubadas a 37°C por 60 min., a 90°C por 5 min e em banho de
gelo por 5 min. O produto final foi diluido por adi¢do de 87,5 pl de 4gua bidestilada
autoclavada e estocado a -20°C.

A viabilidade das amostras de cDNA obtidas foi verificada pela realizagdo de
reacdo de PCR para HPRT usando a expressdo de um gene constitutivo como
controle positivo para os experimentos.

A reacdo de PCR permite a amplificacdo de sequéncias especificas de DNA
através da acdo de uma enzima DNA polimerase termoestdvel, possibilitando o
estudo da expressdao de genes. Para tal, foi utilizada uma solu¢do contendo 2,5 mM
de DNTPs, 15 mM de tampao para a enzima Taq polimerase com MgCl,, iniciadores

3’ e 5’ (senso e anti-senso) da citocina desejada, enzima Taq polimerase, dgua
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bidestilada autoclavada e os c¢DNAs preparados anteriormente. As amostras
passaram, entdo, por processos de desnaturacdo, anelamento e extensdo das fitas de
cDNA, possibilitando a obtencdo das copias dos cDNAs especificos para as
diferentes citocinas. Esses processos sofreram varios ciclos de repeticdo para
obtengcdo de quantidade suficiente de material para analise posterior através de

eletroforese em gel de poliacrilamida.

5.7- AVALIACAO DO RECRUTAMENTO CELULAR PELA
MICROSCOPIA INTRAVITAL

O musculo cremaster infectado ou ndo pela L. major de camundongos
BALB/c e C57BL/6, dos grupos: alérgico e controle, foi usado para o estudo do
comportamento de leucdcitos na microcirculacdo e tecidos conjuntivos adjacentes,
onde procuramos avaliar o rolamento, adesdo e migracgao.

Previamente, os animais foram anestesiados por uma solucdo contendo
xilazina (20 mg/Kg) e ketamina (100 mg/Kg). Foi introduzida uma canula (EP10) em
sua jugular e mantida para administragdo do anestésico. Apds este procedimento, o
animal foi levado a uma base de acrilico onde teve o musculo cremaster dissecado e
exposto, com o auxilio de fios de sutura presos em suas bordas. O tecido exposto foi
mantido aquecido e imido através da superfusdo com solugdo tampao (pH=7,4).

A visualizagdo foi feita através de microscopio OLYMPUS conectado a
videocamera, que levava a imagem para um monitor de televisdo. A imagem foi
gravada em videocassete para posterior andlise do nimero de leucocitos em
rolamento, aderidos e transmigrados.

O rolamento foi avaliado contando-se o nimero de células que passavam por
um determinado ponto durante 5 minutos, expressando-se o numero de
células/minuto. Foi considerada aderente, a célula que permaneceu estaciondria por
pelo menos 30 segundos. Foi contado o nimero de células migradas no espacgo de
100 pum durante os 5 minutos, sendo o valor expresso em nimero de células/100pum.

O tecido foi posteriormente fixado e realizado sua histologia para analise do

tipo celular.
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5.8 - ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada andlise de varidncia (ANOVA-TUKEY) para as diferencgas na
resposta entre os grupos de linhagens diferentes. Para andlise de dois grupos

experimentais foi utilizado o TESTE T DE STUDENT.
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6.1-PARAMETROS DA ALERGIA NOS GRUPOS DE ANIMAIS
DEFICIENTES

6.1.1- AVALIACAO DOS NiVEIS DE ANTICORPOS ANTI-OVA

Exceto o grupo de camundongos BALB/c IL-4 -/- deficientes para a citocina
IL-4, todos os demais grupos sensibilizados com OVA apresentaram significativos
niveis de IgGle IgE (Fig. 3).

A ingestdo prolongada através da solucdo contendo o antigeno (ovalbumina)
foi capaz de manter os niveis significativos dos anticorpos nos grupos sensibilizados

ao longo de todo o experimento; com exce¢do dos camundongos BALB/c IL-4 -/-

(Fig. 4).
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Figura 3: Avaliacdo dos anticorpos IgG1 (A) e IgE (B) antes do desafio com
SCO. Camundongos BALB/c, IL-4 -/-, C57BL/6, IL-10 -/-, IFN-y-/-,iNOS-/-, IL-
12 e TNFRp55-/- receberam 10 pg de OVA mais 1mg de AI(OH); no dia 0 e
OVA no dia 14. O grupo controle recebeu AI(OH); no dia 0 e salina no dia 14. As
barras representam a média dos valores obtidos na dilui¢cdo 1:1600 para IgGl1 e o
soro total para IgE comparado ao soro positivo sendo considerado como 1000
unidades arbitrarias (U.A.). Foram utilizados 5 animais/grupo. * P < 0.05 em
relacdo ao seu grupo controle. Selvagem (SV)
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Figura 4 — Avaliacdo dos anticorpos IgG1 (A) e IgE (B) no soro apds ingestao
de SCO. Camundongos BALB/c, IL-4 -/-, C57BL/6, IL-10 -/-, IFN-y-/-, iNOS-/-,
IL-12 -/- ¢ TNFRp55 -/- foram sensibilizados com 10 pug de OVA mais Img de
Al(OH)3 no dia 0 e apenas OVA no dia 14. O grupo controle recebeu apenas
Al(OH); no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias apds a segunda sensibilizagdo a
agua dos grupos sensibilizados foi substituida por SCO por 35 dias. As barras
representam a média dos valores obtidos na dilui¢do 1/1600 para IgGl e o soro
total para IgE comparado ao soro positivo, considerado como 1000 unidades
arbitrarias (U.A.). Foram utilizados 5 animais/grupo. * P < 0.05 em relacdo ao seu
oruno controle. Selvasem (SV). Solucio de clara de ovo a 20% (SCO)
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6.2- AVALIACAO GERAL DOS GRUPOS DE CAMUNDONGOS

A Figura 5 A demonstra que os camundongos BALB/c sensibilizados tiveram
perda de peso em torno de 20% apds o contato com o antigeno através da SCO que
permaneceu ao longo do experimento, o que ndo aconteceu com os camundongos
BALB/c IL-4-/- (Fig. 5B). J4 em camundongos IL-4 -/-, mesmo sendo do mesmo
background, isso ndo foi observado.

Camundongos C57BL/6 ou deficientes para o mesmo background nao
mostraram perda de peso em momento algum do experimento (Fig. 5 C, D E, F, G e

H).

A Fig. 6 A,B,C,DE, F, G e H mostra que ndo houve reducdo da ingestao de
racdo pelos animais durante todo o experimento, independentemente do background
genético.

Nao foi observada diferenga na ingestdo liquida entre os grupos alérgicos a

OVA quando comparado aos seus grupos controles (Fig. 7 A, B, C, D, E, F, G e H).
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Figura 5 — Controle do peso corporal. Camundongos BALB/c, IL-4 -/-,
C57BL/6, IL-10 -/-, IFN-y-/- ,iNOS-/-, IL-12 -/- ¢ TNFRp55-/- receberam 10 pg
OVA + Img Al(OH); (dia 0) e OVA no dia 14. O grupo controle recebeu Al(OH);
no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias apos a sensibilizagdo secundaria a agua dos
grupos sensibilizados foram substituidas por SCO. Os animais foram pesados
semanalmente. Foram utilizados 5 animais/grupo. * P < 0.05 em relacao ao seu
grupo controle. Solugdo de clara de ovo a 20% (SCO)
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Figura 6 — Controle do consumo de ra¢ao por camundongos BALB/c (A), IL-4
-/- (B), C57BL/6 (C), IL-10 -/-(D), IFN-y-/- (E), iNOS-/- (F), TNFRp55 -/-(G) e
IL-12 -/- (H) durante e apds a sensibilizacdo com ovalbumina. Os dados
representam o consumo médio semanal por animal.
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OVA + AI(OH); (dia 0) e OVA no dia 14. Em relagdo a seus controles que
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secundaria a dgua dos grupos alérgicos foram substituidas por SCO. Os dados
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20% (SCO)
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6.3 - PARAMETROS DA INFECCAO PELA LEISHMANIA MAJOR NOS
GRUPOS DE ANIMAIS DEFICIENTES COMPARADO AOS SELVAGENS

6.3.1 - Analise do tamanho da lesao

A Fig. 8 A, B, C, D, E, F, G e H mostra a evolucdo das lesdes provocadas por
L. major injetada do coxim plantar dos camundongos BALB/c e BALB/c IL-4-/-,
C57BL/6 e nos deficientes C57BL/6 IL10-/-, IFN-y, iNOS-/-, IL-12-/- ¢ TNFRp55-/-,
respectivamente.

Fig. 8 A mostra nos controles uma curva de evolu¢do normal de L major nos
camundongos BALB/c. Os animais alérgicos, embora, infectados mostram lesdes
significativamente menores que os seus controles (p< 0,05). Os animais do mesmo
background IL-4 -/-, as lesdes foram menores, independente da presenca da alergia e
tenderam para a cura.

Em relagdo aos animais C57BL/6, sabidamente resistentes a infeccdo por L.
major ocorreu entre aqueles deficientes, respectivamente IFN-y -/- (Fig. 8E), iNOS -
/- (Fig. 8F), IL12-/- (Fig. 8G) e TNFRp55 -/- (Fig 8H) evolugdo de lesdes, de
diferentes curvas e tamanhos sem tendéncia ao controle. Ndo houve, entretanto
diferenca na evolucao entre os animais alérgicos e seus controles.

Na tentativa de elucidar se o desenvolvimento de lesdo pelo camundongo
BALB/c alérgico seria dependente do estimulo alergeno, durante o acompanhamento
da lesdo em um grupo de animais foi suspensa a pressdo alergena, substituindo a
solugdo de clara a 20% por agua pura. O resultado ¢ apresentado na Figura 9, onde
pode ser observado que a suspensdo do alergeno, determinou a presenca de lesdes de
tamanho menor, que apresentaram aumento tdo logo foi substituida a solucdo

ingerida pelo grupo alérgico.
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Figura 8 - Tamanho da lesdo na pata infectada com Leishmania major, ao
longo de 8 semanas. Camundongos BALB/c, IL-4 -/-, C57BL/6, IL-10 -/-, IFN-y-
/-, iNOS-/-, IL-12 e TNFRp55 -/- apés sensibilizagdo e desafio com OVA
presente na SCO, foram inoculados com 1x 107 promastigota de L major na fase
estaciondria no coxim plantar, via subcutanea, permanecendo 6/8 semanas
infectados. Cada ponto representa a média + erro padrao. * P<0,05 em relacdo ao
grupo controle.
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Figura 9 - Variacido do tamanho da lesao da pata infectada com Leishmania
major em animais BALB/c ao longo de 12 semanas. Camundongos BALB/c
receberam OVA + AI(OH); (dia 0) e OVA no dia 14. O grupo controle recebeu
AI(OH); no dia 0 e salina no dia 14. Sete dias ap6s a sensibilizacdo secunddria a
agua dos grupos alérgicos (A e B) foi substituida por SCO. Todos foram
inoculados com 1x 10" promastigota de L major na fase estacionaria no coxim
plantar, via subcutanea permanecendo 1 semana infectados. Cada ponto
representa a média + erro padrdo. * P< 0,05 em relacdo ao grupo alérgico B. 1
indica a troca da mamadeira contendo SCO por agua no grupo alérgico A. 2
indica nova troca, onde o grupo A voltou a beber SCO e o grupo B teve a SCO
trocada por agua. Solugdo de clara a 20% (SCO)
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6.3.2 - Analise histopatoldégica das patas

A andlise histopatoldgica das patas dos camundongos BALB/c, apresentaram
extensas areas de necrose com destruicao do epitélio de revestimento como mostra a
Figura 10 A coradas por hematoxilina-eosina. Na derme e hipoderme observou-se
uma reacdo inflamatdria intensa e difusa com exsudato celular predominantemente
composto de células mononucleares (macréfagos, linfocitos e plasmocitos) com
granulocitos neutréfilos e eosinofilos (Fig. 10B). Os macrofagos, por sua vez,
mostraram-se na sua maioria com o citoplasma de aspecto vacuolizado (Fig. 10C) e
por vezes repletos de formas amastigotas de Leishmania.

Os camundongos BALB/c alérgico apresentaram pequenas areas de necrose
com preservacao do tecido epitelial (Fig. 10D). Observou-se ainda na derme e
hipoderme uma reacdo inflamatéria que variou de discreta a moderada e difusa,
composta por células mononucleares e alguns granuldcitos neutréfilos e eosindfilos

de permeio. Raros foram os macrofagos vistos com amastigotas intracelulares.
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Figura 10 — Microfotografia de cortes histologicos da lesio de patas de
comunfongos infectados por L. major. A e B mostram secc¢des representativas
da pata de camundongos BALB/c controle. A- area de necrose (seta) e intenso
infiltrado inflamatorio (*). B- presenga de intimeras amastigotas dentro dos
vacuolos parasitoforos (cabeca de seta).C e D sdo representativas da pata de
animais BALB/c alérgico. C- preserva¢ao da epiderme e infiltrado inflamatério
na derme (*). D- amastigotas no interior das células (cabeca de seta). Barras 250
um A e C, Be D 25 um. Hematoxilina e Eosina.
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6.3.3 — Expressio de RNAm para as citocinas 1L-4, IL-10 e IFN-y através do
RT-PCR na pata infectada.

A Fig. 11 demonstra a expressao de mRNA, através de RT-PCR, da pata de
dois animais. A expressio do mRNA, para IFN-y foi maior nos camundongos
BALB/c do grupo alérgico, quando comparado ao controle. Ja a expressdo de IL-4
foi bem menor nos grupos alérgicos, em comparagdo ao grupo controle. Nao houve

diferen¢a na expressao de IL-10 entre os grupos.

6.3.4- Avaliaciao da producio de citocinas em ensaio in vitro por ELISA

As células do baco e linfonodo popliteo dos camundongos BALB/c alérgicos
e de seus controles foram estimuladas, in vitro, para produzirem citocinas (IL-4, IL-
5, IL-10 e IFN-y) através de diferentes estimulos (con-A, OVA e Aglm) (Fig. 12).

A producgado das citocinas pelas células do baco dos animais do grupo alérgico
infectado foi maior que o controle infectado, quando estimulados pelo con-A e
Agl.m. Os niveis de producdo foram maiores para IFN-y (Fig. 12C) e IL-10 (Fig.
12G), quando comparado aos niveis de IL-4 (Fig 12K) produzidos pelos animais
alérgicos. A citocina IL-5 teve uma producao significativa quando as células foram
estimuladas com a OVA nos animais alérgicos infectados ou nao (Fig. 12M e Fig.
120).

A analise dos niveis de producao de citocinas no linfonodo popliteo, que ¢ um
orgdo que caracteriza a resposta local a infec¢do, demonstra que ha um aumento para
IFN-y (Fig. 12B) nos animais alérgicos quando estimulados com con-A, mesmo sem
estarem infectados com o parasito. A producao de IFN-y (8656 pg/mL; Fig. 12B) foi
maior que a observada para IL-4 (118 pg/mL; Fig. 12]) nos animais alérgicos. Nao
foi detectada diferenga entre os grupos controle e alérgico quando o estimulo

utilizado era o AgLm (Fig. 12D e Fig 12L).
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Nao houve diferenga quanto a producao de IL-10 (Fig. 12H) entre os grupos
controle e alérgico-infectados independentemente do estimulo. Quanto a produgao de
IL-5 (Fig. 12P), os animais alérgicos produziram maiores concentracdes que os
animais controles com todos os estimulos empregados. A producao de IL-10 foi
muito baixa no linfonodo popliteo de animais ndo infectados, j& que eles ndo
apresentavam nenhuma outra lesdo proéxima ao 6rgao (Fig. 12F).

Os resultados demonstram que a alergia ¢ dependente de uma resposta tipo
Th2. Como visto, houve maior producao de IL-4, IL-5 e IL-10, mas existe um
contexto nos animais alérgicos em que leva a uma maior producao do IFN-y, que ¢
produzida em uma resposta tipo Thl. Essa resposta Thl reflete o perfil da infec¢do a
L. major observado nesses animais.

Os resultados da ELISA anti-Leishmania demonstram que os camundongos
BALB/c alérgicos, assim como os controles, tiveram os niveis de IgG1 elevados. No
entanto, o grupo alérgico apresentou diferenga significativa nos niveis de IgG2a, que
¢ um anticorpo que esta associado ao perfil Th 1. Esse resultado confirma a resposta
frente ao parasito nos camundongos BALB/c alérgicos. Em relagdo aos demais
animais estudados, sendo controle ou alérgicos, os niveis de IgG2a foram
significativamente mais elevados nos animais que mostraram uma resisténcia a
infeccdo, enquanto os niveis de IgGl foi maior nos grupos com perfil de

susceptibilidade (Fig.13).
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Figura 11 — Expressdo de RNAm para IFN-y, IL-4 e IL-10 através de RT-
PCR apos 4 semanas de infeccdo. Os animais BALB/c apos sensibilizados,
desafiados com o antigeno OVA e seus controles, foram infectados com L. major
por 4 semanas. As patas foram coletadas e foi extraido o RNA total e feito o RT-
PCR com os primers especificos para IFN-y (B), IL-10 (C) e IL-4 (D) e gene
constitutivo HPRT, usado como controle para a integridade de cada amostra. Gel
representativo com 2 amostras/grupo de 2 experimentos independentes.
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Figura 12 — Produc¢do de citocinas dosadas por ELISA de suspensiao de
células retiradas do baco e linfonodo popliteo in vitro. Camundongos BALB/c
receberam 10 pg OVA + Img Al(OH); (dia 0) ¢ OVA no dia 14. O grupo
controle recebeu Al(OH); no dia 0 e salina no dia 14. Apds desafio com SCO os
grupos controle e alérgico foram infectados com L. major. Apdés 6 semanas 0s
animais foram sacrificados e retirados bago e linfonodo popliteo. 55
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Figura 12 — Producao de citocinas dosadas por ELISA de suspensiao de células
retiradas do baco e linfonodo popliteo in vitro. Camundongos BALB/c receberam
10 ug OVA + Img Al(OH)3 (dia 0) e OVA no dia 14. O grupo controle recebeu
AI(OH)3 no dia 0 e salina no dia 14. Apos desafio com SCO os grupos controle e
alérgico foram infectados com L. major. Apds 6 semanas os animais foram
sacrificados e retirados bago e linfonodo popliteo. *

grupo controle. Antigeno da L. major (AgLm).
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infeccdo com L. major. Camundongos BALB/c foram sensibilizados com 10 pg
de OVA mais 1mg de AI(OH); no dia 0 e OVA no dia 14. O grupo controle
recebeu Al(OH); no dia 0 e salina no dia 14. Apds desafio com SCO, os animais
foram infectados com L major e no término do experimento (6-8 semanas) foi
realizado ensaio de ELISA para os anticorpos anti-Leishmania. As barras
representam a média dos valores obtidos na dilui¢ao 1:50 para IgGl e IgG2a
comparado ao soro positivo sendo considerado como 1000 unidades arbitrarias
(U.A.). Foram utilizados 5 animais/grupo. * P < 0.05 em relagdo ao seu grupo
controle. Selvagem (SV) 57



Resultados

6.3.5 — Avaliacio da expressao de quimiocinas na pata infectada

Nao foi observada diferenca na expressao da quimiocina RANTES (Fig. 14A)
nas patas de camundongos BALB/c alérgico ou controle. No entanto, a expressao de

MCP-1 (Fig 14B) na pata dos animais alérgicos foi menor.

6.4- AVALIACAO DO ROLAMENTO, ADESAO E MIGRACAO DE
CELULAS NO MUSCULO CREMASTER DE ANIMAIS C57BL/6 E BALB/C

A microscopia intravital ¢ uma técnica que permite observar no animal vivo,
os eventos de rolamento, adesdo e migracdo dos leucdcitos através do vaso sangiiineo
em diversas condi¢des. Para esse propdsito foi utilizado o cremaster, que ¢ um tecido
translucido, de animais BALB/c e C57BL/6 (Fig. 15), controle e alérgico, infectado
ou ndo, em diferentes tempos (1, 24, 48, 72 horas e 1 semana).

As analises do rolamento (Fig. 15 A) e adesdo (Fig. 15 B) dos animais
BALB/c controle e alérgico, ndo demonstraram diferencas entre os tempos
analisados. Quanto ao C57BL/6 houve uma diferenca significativa tanto no
rolamento (Fig. 15 A), quanto na adesdo (Fig. 15B) no tempo de 48 horas apos
infec¢do intraescrotal pela L. major.

A analise da migragdo celular demonstrou que os animais BALB/c alérgico
(Fig. 15C) tiveram um numero menor de leucocitos fora dos vasos sangiiineos nos
tempos 1, 24, 72 horas apo6s infec¢do, quando comparado ao grupo BALB/c controle.
J4 os animais C57BL/6 (Fig. 15C), apresentaram diferenga somente no tempo de 1
semana apos infec¢do, onde o grupo controle teve um niumero menor de leucéceitos
presentes no tecido, comparado ao alérgico.

A contagem de leucécitos (Fig. 16) foi realizada apds as gravagdes nos

tempos estudados para a microscopia intravital. Os animais foram sangrados e foi
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realizada a contagem do niimero de leucécitos circulantes. Nao houve diferenca no
numero de leucocitos entre os camundongos BALB/c e C57BL/6 do grupo controle
ou alérgico e sem infecgdo. O protocolo de alergia alimentar por si s6, ndo foi capaz
de alterar o niimero de leucocitos presentes na corrente sangiiinea. Ja a partir da
infec¢do intraescrotal houve aumento das células no sangue em alguns tempos e
grupos estudados. Nos tempos de 1 e 24 horas apds a infec¢do, nos camundongos
BALB/c alérgico houve um aumento no numero de leucécitos quando comparados
aos grupos controle ou alérgico do background C57BL/6. Ja em 48 horas, o grupo
BALB/c alérgico comportou-se semelhante aos camundongos C57BL/6 alérgico,
tendo um menor numero de leucocitos circulantes que o grupo BALB/c controle.

A analise histopatolégica do musculo cremaster demonstra que nos
camundongos BALB/c e C57BL/6 nao infectados ou infectados por 1 hora, nao foi
observada marginagdo leucocitaria nos vasos presentes no corte. Ja a partir de 24
horas, pdde-se observar a presenca de leucocitos, sendo constituidos principalmente
por neutrofilos, aderidos a parede dos vasos sangiiineos. (Fig. 17)

Os resultados da microscopia demonstram que o mais importante nao ¢ a
quantidade de células que chegam, e sim o tipo e perfil de atividade delas. Apesar do
grupo BALB/c controle apresentar um maior numero de células que migraram para o

tecido, eles apresentaram grandes lesdes.
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Figura 14 — Detec¢ao de quimiocinas RANTES (A) e MCP-1 (B) no sitio de
inflamac¢ao. Camundongos BALB/c receberam 10 ug OVA + Img Al(OH); (dia 0)
e OVA no dia 14. O grupo controle recebeu AI(OH); no dia 0 e salina no dia 14.
Apo6s desafio com SCO os grupos controle e alérgico foram infectados. A infeccao
teve duragdo de 6 semanas onde os animais foram sacrificados e as patas foram
coletadas para dosagem das quimiocinas por ELISA. * P < 0.05 em relacdo ao seu
grupo controle. Antigeno da L. major (AgLm).
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com SCO e foram infectados intraescrotal pela L. major (1x10%0,05ml)
permanecendo por: 1, 24, 48, 72 horas e 1 semana. No final de cada experimento,
o sangue foi diluido (1:10) em 4cido acético (3%) e corante 3 do kit pandptico e
contado em camara de Neubauer. O grupo controle correu junto para cada tempo.

*P < 0.05 em relacao ao grupo controle do mesmo background (t de Student)..
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Figura 17 — Microfotografia de corte histolégico do musculo cremaster de
animais BALB/c. A- seccdo do musculo cremdster de camundongos BALB/c
alérgico ndo infectados. B-sec¢do do musculo cremaster de animais infectados. C-
neutréfilos (seta branca), no inicio da infecg¢@o (24 horas) pela L. major em animais
BALB/c controle. D- monocitos e linfocitos (setas pretas) apos I semana de infecgdo
pela L. major. 25 pm em A e B. 10 um em C e D. Hematoxilina e Eosina.
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Sabe-se que varios tipos de agentes infecciosos sdo capazes de estimular
formas diferentes de respostas, as quais envolvem mecanismos distintos de interagao
com o sistema imune (ABBAS et al. 1996). Dentre estas infecgdes, as parasitoses,
desencadeadas por protozoarios e helmintos, sdo consideradas hoje um grande
problema de saude publica no mundo. A magnitude dos problemas de saude publica
associado ao grande interesse pela imunidade contra parasitos tem estimulado o
desenvolvimento de novas metodologias para a compreensdo de processo e
conseqiiente eliminagdo do agente causador da doenga.

A indugdo de um processo alérgico, através de sensibilizagdo subcutanea com
ovalbumina em animais BALB/c demonstrou o aparecimento de uma resposta do
tipo Th2 para a alergia, com aumento de IgE e IgG1 anti-OVA (SALDANHA et al,
2004). No entanto, esses animais responderam com um perfil de resposta do tipo Thl
a infeccao por L. major, e apresentaram pequeno desenvolvimento da lesdo na pata, e
producdo de oxido nitrico pelos macrdfagos peritoneais quanto infectados in vitro
pelo parasito. Na tentativa de elucidar o mecanismo envolvido nessa resposta,
animais deficientes para as citocinas IL-4, IL-10, IFN-y e IL-12, para a enzima
sintase de oxido nitrico induzivel (iNOS) e para o receptor p55 do TNF foram
previamente sensibilizados com a ova, desafiados e posteriormente infectados pela L.
major.

O protocolo de alergia alimentar desenvolvido no laboratério foi aplicado nos
animais e foi capaz de desencadear a producdo de IgGl e IgE nos camundongos
BALB/C selvagens (SALDANHA et al, 2004), assim como, no camundongo
C57BL/6 (MOROKATA et al., 1999) e nos demais animais deficientes dessa mesma
linhagem. Estes isotipos de anticorpos associados a uma resposta do tipo Th2, onde a
secrecdo de citocinas, como IL-4 ou auséncia das citocinas IL-12 e IFN-y, induz a
diferenciagdo de linfocitos B em plasmocitos secretores de IgE e IgG1 anafiléticos e
¢ dependente de hidroxido de aluminio utilizado (FAQUIM-MAURO & MACEDO,
2000). A dependéncia de IL-4 para a producdao de anticorpos com perfil de uma
resposta Th2 foi observada nos camundongos BALB/c deficientes para essa citocina,

nos quais ndo foram detectados niveis satisfatorios de anticorpos no soro, apds a
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aplicacdo do protocolo de alergia alimentar. Na auséncia de citocinas do perfil Thl,
como IL-12 e IFN-y, pdde-se observar ainda o aumento nos niveis de IgGl nos
animais sensibilizados, quando comparado aos camundongos sensibilizados
C57BL/6, IL-10 -/- e iNOS -/-. O padrao de resposta foi semelhante para IgE. Além
disso, a ingestdo de clara de ovo a 20% sete dias ap0s a sensibilizag¢do, proporcionou
um aumento ou a manutengdo desses anticorpos nos grupos que foram
sensibilizados, com exce¢do dos camundongos IL-4 -/- que permaneceram com
niveis muito baixos, semelhante aos grupos controle.

Um evento constante nesse modelo de alergia, independente da infec¢ao do
animal por L. major, foi a reducdo do peso corporal somente do grupo de
camundongos BALB/c alérgico. Essa perda ndo foi associada nem ao consumo de
liquido, nem ragdo (Figs. 6 ¢ 7). Os camundongos C57BL/6 deficientes mesmo para
citocinas Thl, que produziram uma maior quantidade de anticorpos IgG1 e IgE que
os seus controles C57BL/6 selvagens ndo apresentaram essa perda de peso. A perda
de peso esta associada a fatores imunoldgicos dependentes de citocinas Th2, uma vez
que os camundongos BALB/c deficientes para IL-4, além de ndo produzirem
anticorpos anti-ova, também nao perderam peso. O emagrecimento foi acompanhado
do aumento de IgE. Uma das caracteristicas da alergia ¢ a perda de peso que esta
associada, também, aos niveis de TNF-o, que causa caquexia nos pacientes
portadores de cancer. Os animais deste experimento no entanto nao produziram
niveis de TNF-a dosados pelo ELISA, talvez pelo fato do TNF-a estar ligado ao
receptor soluvel. Mesmo os camundongos TNFRp55 -/- ndo apresentaram perda de
peso ao longo do experimento. Talvez o fato dos animais deficientes pertencerem a
background C57BL/6 e esteja associado a manutengdo do peso mesmo em estado de
alergia. Aparentemente, esses animais nao mostram muitos sinais clinicos quanto ao
protocolo de alergia, a ndo ser o aumento na producao de IgE e IgG1 apds desafio
com a ova.

MOREIRA, 2006, mostrou, em nosso laboratério que, ap6s a sensibilizagao

com ova e desafio com uma dieta sélida balanceada com essa proteina, animais

65



Discussdo

BALB/c tém a perda de peso da mesma forma que no protocolo em que o antigeno ¢
fornecido de forma liquida em solug¢do de clara de ovo a 20%. Também em seu
experimento, os animais C57BL/6 ndo tiveram perda de peso. No entanto, houve
alteragdo em outros parametros que nao tinham sido analisados como a carcaga
desidratada e a gordura abdominal. MOREIRA, mostrou ainda que nesses animais o
protocolo de sensibilizagdo foi capaz de diminuir a quantidade de gordura abdominal
tanto em BALB/c quanto nos C57BL/6, independente da auséncia de emagrecimento
nos ultimo. Provavelmente, devido a presenca de liquidos corporais nos tecidos dos
animais sensibilizados decorrentes de maior reteng¢do de liquido nos tecidos.

E possivel que essa resposta se deva ao fato de que o trato gastrintestinal do
animal sensibilizado pode ter se adaptado a essa exposi¢ao prolongada ao antigeno
através de suas barreiras representadas pelo aumento do muco (SALDANHA et al.,
2004) e linfocitos, que podem ser encontrados dispersos por toda a lamina propria,
nas placas de Peyer e no interior da camada epitelial. SWIRSKI et al., 2002,
mostraram que a exposi¢do continua ao antigeno ao qual o animal foi sensibilizado,
leva ao aumento de anticorpos IgE e IgG1 especificos, no entanto ha uma redugao de
eosindfilos no pulmio apds exposi¢cao cronica. H4 um controle imune em que
respostas muito elevadas sdo contrabalangadas para permitir o funcionamento do
sistema na tentativa de restaurar o equilibrio.

A citocina IL-10 apresenta atividade antiinflamatoria em células epiteliais de
diferentes linhagens. Por exemplo, camundongos deficientes em IL-10 ou em seu
receptor, espontaneamente desenvolvem colite caracterizada pela produgdo de TNF-
a e IFN-y (KUHN et al, 1993). Isso mostra que a célula epitelial através da agdo da
IL-10 pode responder a infec¢do e outras agressdes permitindo que haja uma
modulagdo da resposta imune local e da inflamagdo no trato digestivo. DENNING et
al (2000) mostram que o receptor para IL-10 estd presente nas cé€lulas epiteliais dos
intestinos delgado e grosso de camundongos. Assim, essa pode ser uma citocina, que
sendo produzida em grandes quantidades no grupo BALB/c alérgico estaria
impedindo as alteragdes que a exposicdo cronica ao antigeno utilizado na

sensibilizacdao poderia ocasionar.
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A partir do estabelecimento do protocolo de alergia alimentar, camundongos
das linhagens BALB/c e do mesmo background deficiente para a citocina IL-4 (IL-4
-/-), e C57BL/6 selvagem e deficientes para as citocinas IL-10 (IL-10-/-), IFN-y
(IFN-y-/-), IL-12 (-/-), para o receptor p55 do TNF-a (TNFRp55 -/-) e para sintase de
oxido nitrico induzivel iNOS (iNOS-/-) foram infectados pela L. major sete dias apds
o desafio com a SCO.

O modelo de infec¢do com a L. major em camundongos BALB/c e C57BL/6
¢ amplamente utilizado para entender como se dé a diferenciagdo in vivo das células
T helper CD4" para o estabelecimento das respostas do tipo Thl ou Th2 (SCOTT et
al., 1989, COFFMAN et al.,, 1991, REINER & LOKSLEY, 1995, SACKS &
NOBEN-TRAUTH, 2002). Camundongos C57BL/6 mostram resisténcia ao parasito,
através da montagem de uma resposta do tipo Thl, caracterizada pela producdo de
IL-12 e IFN-y. Estas citocinas determinam a ativa¢do do macréfago, que através da
produc¢do de substancias toxicas, inibe a replicacdo dos parasitos. As lesdes se curam
em poucas semanas € 0s animais tornam-se resistentes a re-infeccdes. Nessa resposta
participam células dendriticas presentes nos linfonodos, que possuem a capacidade
de apresentar antigenos do parasito as células T estimulando, dessa forma, a
manuten¢do de células T de memoria e protegendo o animal de novas infec¢des pelo
parasito (MOLL et al, 1995). A produgdo de IL-10 por células T CD8 e T
reguladoras CD4"CD25'CD45RB"" observada nesses animais ¢ um fator que,
também esta associado a persisténcia desses parasitos nas lesdes cutaneas e nos
linfonodos adjacentes apods cura clinica, mas nao cura estéril (BELKAID et al, 2001,
BELKAID et al., 2002). A persisténcia do parasito no animal apresenta um papel
importante para a imunidade contra novas re-infeccdes.

Camundongos BALB/c quando infectados pela L. major desenvolvem lesoes
que ulceram e esses parasitos acabam migrando para outros 6rgaos causando a morte
desses animais. A resposta imunoldgica, nesses animais, esta associada a produgdo
de IL-4, que ¢ uma citocina que inibe as acdes de células efetoras na eliminagdo do
parasito (LOCKSLEY et al., 1987). O antigeno recombinante LACK da L. major

induz aumento de IL-4 através do estimulo de células T CD4+ que expressam o
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receptor VB4Va8 CD4+T presentes nos linfonodos que drenam o local de infecg¢ao
pela L. major em BALB/c (LAUNOIS et al., 1997).

A resposta imunologica pode ser alterada sob determinadas condigdes
(SANTIAGO et al., 1999). MILES et al. (2005) mostram que IgG pode levar a
exacerbagdo da infec¢do de animais pela L.major. Esses autores infectam
camundongos BALB/c selvagens e deficientes para o 16cus J da cadeia pesada da
imunoglobulina (Jy — ndo produzem anitcorpo) com a L major, € mostram que 0s
animais Jy sdo resistentes a infeccdo. No entanto, quando ¢ administrado uma IgG
anti-Leishmania os animais Jy desenvolveram lesdo. O crescimento da lesdo foi
associado ao aumento da expressdo de IL-10 na pata infectada medida através do
RT-PCR. Além disso, eles mostraram que macréfagos cultivados na presenca de
amastigotas, retiradas da lesdo, aumentaram a produ¢do de IL-10 associada a baixa
producao de IL-12. O complexo imune, IgG mais Leishmania, induz a produgdo de
IL-10 que tem um efeito inibitdorio sobre os macrofagos, permitindo o
desenvolvimento da lesdo. Para comprovar que, essa alteracdo de resposta frente ao
parasito poderia ser desencadeada por outros complexos imunes, que nao s6 o
especifico para a Leishmania, eles sensibilizaram com 25 pug/mL de ova os animais
C57BL/6. Os animais C57BL/6 produziram elevados titulos de IgG anti-ova. Entdo,
eles infectaram os C57BL/6 com a L. major em PBS mais 50 pug/mL de ova. Os
animais imunizados e que foram infectados desenvolveram lesdo grande e tiveram
aumento da carga parasitaria. No entanto, no modelo desenvolvido por nds, ndo
observamos qualquer mudanca na resposta frente a0 mesmo parasita nesses animais.
Os animais C57BL/6 alérgicos apresentaram niveis elevados de IgGl para ova no
soro, no entanto, permaneceram com um perfil de resisténcia. Essa diferenca pode
estar relacionada a metodologia empregada na sensibilizacdo, a infec¢ao e quanto aos
niveis de IgG entre os tecidos. Os autores ndo mencionam a quantidade de IgG anti-
ova produzida pelos animais C57BL/6. Pode ser que a quantidade de IgG produzida
nos animais C57BL/6 neste experimento ndo tenha sido suficiente para alterar a
resposta imune ou, os niveis de IgG estejam elevados no soro mas, baixos no tecido.

Os fatores que interferem na resposta frente ao parasito sdo diversos, entre eles: dose
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de infeccdo, linhagem do parasito e dos animais (SACKS & NOBEN-TRAUTH,
2002), idade dos animais (EHRCHEN et al., 2004), entre outros parametros.

Os animais BALB/c que passaram pelo protocolo de alergia desenvolveram
certa resisténcia a infecgdo (SALDANHA, 2002). Para investigar o papel das
citocinas envolvidas tanto na resposta alérgica, quanto na resposta ao parasito foram
utilizados os animais deficientes para as citocinas: 1L-4, IL-10, IL-12 e IFN-y, para a
enzima sintase de 6xido nitrico induzivel (iNOS) e para o receptor pS5 do TNF-a.

Virios trabalhos tém mostrado a importancia do repertério de citocinas
produzidas durante a resposta imune nas diferentes linhagens de camundongos. A
deplecdo de IFN-y leva a uma resposta do tipo Th2 com dissemina¢do da doenca em
camundongos resistentes (SCOTT, 1991). Ja a deplecao de IL-4, leva a uma resposta
do tipo Thl e permite a cura da lesdo (SADICK et al, 1990). Embora IL-4 seja
importante para a indugdo de resposta Th2, trabalhos mostram que mesmo em sua
presenca, pode haver desvio para uma resposta Thl (BIEDERMANN, ef al. 2001) ou
a formagao de resposta Th2 em sua auséncia (MOHRS et al., 2000). CHATELAIN et
al (1999) mostraram que o bloqueio de duas citocinas, IL-4 ¢ IFN-y, envolvidas na
diferenciagdo da célula Th, em camundongos BALB/c e C3H/HeN, induz a uma
forte resposta Thl e exacerbagdo da infec¢do, respectivamente. Isto pode indicar a
presenca de outros indutores da diferenciagdo Thl, como, por exemplo, a citocina IL-
12 que tem sido implicada nesta diferenciagdo em experimentos in vitro € in vivo.

Hé uma variabilidade dentro do modelo da infeccdo com a L. major, em que
camundongos considerados resistentes a uma cepa de Leishmania sao susceptiveis a
outra. Por exemplo, camundongos BALB/c deficientes para a citocina IL-4 ou para
seu receptor quando infectados pela L. major da sublinhagem LV39
(MRHO/SU/59/P) (NOBEN-TRAUTH et al., 1999) desenvolvem lesao na pata, mas
conseguem controlar a infeccdo quando infectados pela L. major do clone VI
(WHOM/IL/80/Friedlin).

O protocolo de alergia induzido nos animais IFN-y -/-e IL-12 -/-, que sdo duas
citocinas importantes na indug@o da resposta Thl e nos iNOS -/-, que apresenta papel

importante tanto no recrutamento celular (HICKEY, et a/, 2001), quanto na
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eliminagdo de parasitas intracelulares, induziu a produgdo e/ou aumento de IgE e/ou
IgG1 (IL-12 -/- e iNOS-/-) porém, ndo foi capaz de alterar o curso de infecgdo frente
a L. major. Os animais desenvolveram lesdes grandes na pata. A resposta imune
nesses animais mostrou que essas duas citocinas sdo importantes para a cura da
lesdo. Tudo indica, que a resisténcia observada nos animais BALB/c alérgicos ¢
dependente da resposta Thl, onde a citocina IL-12 ativa a producao de IFN-y, que
por sua vez induz a produgdo de 6xido nitrico pelas células efetoras da eliminacao
do parasito (LIEW ef al., 1990, GREEN et al., 1990).

Paradoxalmente, os camundongos BALB/c que apresentam todo um perfil de
resposta Th2, teve sua resposta modificada frente ao parasito.

IL-10 e IL-4 sdo produzidas durante a indu¢do de resposta Th2, como nas
alergias, e inibem a acdo da enzima 6xido nitrico sintase em macroéfagos (CUNHA et
al, 1992). Os animais deficientes na sua produgdo do background CSTBL/6 e
BALB/c, alérgicos e controle, tiveram desenvolvimento de lesdo menor na pata
quando infectados, de forma semelhante ao observado nos animais C57BL/6
selvagens.

O TNF-a tem papel importante nas infecgdes por parasitas intracelulares e
junto com IFN-y aumenta a capacidade dos macrofagos em mediar a atividade
microbicida (NATHAN & HIBBS, 1991) através da producao de 6xido nitrico. Os
principais efeitos do TNF-a estdo associados ao receptor pS5 de 55 kDa (TNFRp55),
incluindo o de citotoxicidade e aumento da expressao de varias moléculas de adesdo
(PFEFFER et al, 1993). Os resultados obtidos com os animais TNFRp55 -/- dos
grupos controle e alérgico foram similares aos obtidos por VIEIRA et al., (1996).
Mesmo sensibilizados ¢ sendo desafiados diariamente com a SCO, esses animais nao
mudaram o perfil da resposta inflamatoria frente ao parasito. Claramente, a analise
histoldgica da lesdo mostra inflamagao bastante difusa e com parasitos na lesdo. A
presencga de parasitos era visualmente menor nas preparacdes de lesdes dos animais
selvagens C57BL/6 que naquelas dos animais susceptiveis como o BALB/c

selvagem controle.
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O protocolo de alergia alimentar foi capaz de determinar alteragdes da
resposta imunologica frente a um parasito intracelular nos animais, embora
dependente da linhagem estudada. O uso de animais deficientes na produgdo de
citocinas mostrou a necessidade dos fatores associados a resposta do tipo Thl para o
controle do parasito.

O ensaio de proliferagdo celular mostra que as células presentes no bago dos
animais BALB/c do grupo alérgico infectado, apresentaram niveis mais elevados
para as citocinas IFN-y, IL-10 e IL-4 quando estimuladas pela con-A, quando
comparado ao grupo controle. Os niveis de IFN-y e IL-10 no baco dos animais
infectados foram mais elevados que os niveis de IL-4 no grupo BALB/c alérgico.
Sabe-se que em animais com perfil de resisténcia, ocorre aumento tanto de IFN-y,
quanto de IL-10 (BELKAID et al., 2001). Ja no linfonodo popliteo os niveis de IFN-
y foram maiores que o de IL-10 e IL-4 no grupo alérgico, quando comparado ao
controle. O aumento de IFN-y, embora ndo esperado, pelo fato dos animais serem
BALB/c e alérgicos, indica o processo pelo qual esse grupo conseguiu controlar sua
infeccdo. Sabe-se que a citocina [FN-y estd associada a produgdo de 6xido nitrico que
¢ um elemento importante para a morte desses parasitos pelos macrofagos.
Novamente, esse dado corrobora com o encontro dos os niveis basais elevados de
NO produzidos pelos macréfagos peritoneais de animais BALB/c alérgico, quando
infectados in vitro com a L. major por SALDANHA, 2002.

A técnica de RT-PCR, mostrou baixa expressao dos niveis de RNAm para IL-
4, no grupo BALB/c alérgico, enquanto a expressao para IFN-y foi maior. IL-10 nao
mostrou tanta diferenca entre os grupos alérgico e controle. Esses resultados
configuram melhor o perfil de resisténcia apresentados por estes animais.

Em camundongos ¢ conhecido que a producdo de IgG2a estd associada a
resposta do tipo Thl, enquanto IgG1 a resposta Th2 (BLISS et al, 1996). Neste
trabalho, ndo houve diferenga significativa no niveis de IgGl entre os grupos
BALB/c. Os animais deficientes, com um perfil de resisténcia mostraram niveis
baixos de produgdo para esse anticorpo. No entanto, a dosagem de IgG2a no grupo

BALB/c alérgico foi significativamente maior que a observada no camundongo

71



Discussdo

BALB/c controle que foi igual aos niveis observados nos animais C57BL/6 que
apresentam perfil de resisténcia, descrito pela literatura. Os niveis de IgG2a para os
animais IL-4 -/- foram significativamente mais elevados que as demais linhagens
estudadas. Esse resultado demonstra o papel importante da IL-4 na resposta
inflamatoria frente a Leishmania.

O efeito da estimulacdo continua do sistema imunolégico no camundongo
BALB/c alérgico sobre a resposta frente a infecgdo por L. major, mostrada na Fig. 9
indica a dependéncia do controle da infeccdo ao estimulo antigénico. O aumento da
lesdo observado durante a suspensdo do estimulo antigénico pode estar associado a
diminui¢do dos niveis de IFN-y, e provavelmente ao aumento das citocinas Th2, IL-
4, IL-10 e IL-5. Dessa forma, os parasitos persistentes na lesdo foram capazes de
proliferar e determinar o aumento de lesdo nos animais alérgicos de ambos os
grupos.

As barreiras inatas sdo as primeiras na linha de defesa contra infecgdes
primarias e sdo constantemente desafiadas por microrganismos patogénicos. Embora
a imunidade natural seja eficiente para controlar grande parte das infecgdes, a
completa erradicagdo dos microorganismos, quando ocorre, geralmente exige
resposta imune especifica ou adaptativa, baseada na expansao clonal de linfocitos B e
T que expressam receptores especificos (TRINCHIERI, 1998). Apds expansdo
clonal, essas células deixam os 6rgaos linfoéides secundérios, caem na circulagdo
sangiliinea e sdo estimuladas a migrarem para o tecido através do estimulo de
quimiocinas.

As quimiocinas possuem um papel importante ndo s6 no recrutamento
celular, como na ativagdo das células e liberagdo de mediadores inflamatérios, entre
outros. Muitos estudos tém focalizado as respostas iniciais a infec¢do por L. major ¢
tém mostrado que além das citocinas ha também, a participacdo das quimiocinas
(VESTER et al., 1999). Trabalhos mostram que o recrutamento de mondcitos e
macrofagos através de MCP-1 estaria ligado a sua ativagdo (MILLER & KRANGEL,
1992) e eliminagdo do parasito. Outros demonstram que nao ha diferenga quanto a

expressao de MCP-1 entre animais com perfil de susceptibilidade ou resisténcia
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(SANTIAGO et al., 2004) e que a diferenga estaria ligada a expressdo de RANTES
na 6 semana apo6s infec¢do. RANTES aumenta a expressao de IL-12 (ALIBERTI et
al., 2000), IFN-y (MAKINO, et al., 2002) e migracdo de células Thl,
particularmente das células T de memoria (WEBER ef al., 2001). Na 6* semana de
infeccdo foram realizadas as dosagens para as quimiocinas RANTES e MCP-1. A
quantidade de MCP-1 presente na pata dos animais BALB/c alérgicos foi menor em
relacdo aos controles, no entanto ndo foi encontrada diferenca significativa entre os
grupos BALB/c em relacdo a expressdo de RANTES. A resposta do hospedeiro
frente aos parasitos varia de modelo para modelo. Na 6 semana ja foi estabelecido o
padrdo de infec¢do no animal alérgico e nesse tempo ndo foi encontrada diferenca
entre os grupos na producdo de RANTES, como relatado por SANTIAGO et al.,
2004.

A resposta inflamatoria € importante para conter e eliminar parasitos, assim
como, para promover a cura de lesdes no tecido. No entanto, se essa resposta for
estimulada de maneira ndo apropriada ou ocorrer auséncia de certos fatores pode ser
danoso ao tecido. A exacerbacdo tanto de uma resposta Thl como observada nas
colites, como na resposta Th2, presente nas alergias sdo capazes de lesar o tecido. O
tipo de célula recrutada e seu perfil de ativagdo por citocinas locais determinardo o
curso da resposta inflamatéria. A irrigacdo sangiiinea neste processo, ¢ importante
devida a migrag¢ao de células para o local. O comportamento dos leucécitos dentro
dos vasos sangiiineos pode ser avaliado utilizando a técnica de microscopia
intravital.

Os resultados mostraram que ndo ha grande diferenca entre o perfil de
rolamento dos leucécitos medido nos camundongos BALB/c e C57BL/6. Quando
infectados ocorreu tendéncia, em alguns grupos, para o aumento do rolamento, nos
tempos analisados, entretanto esse evento ndo esteve associado as diferencas do
nimero de leucdcitos no sangue desses animais. Nos eventos iniciais (1, 24 e 48
horas) as observacdes sobre a adesdo, mostrou uma maior aderéncia de leucdcitos

aos vasos sangiiineos no grupo BALB/c controle, quando comparado aos dematis.
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Como mostrado na Fig. 15C, nos animais alérgicos ocorreu a migracdo de
células nas primeiras horas apos infeccao. No tempo de 24 horas, o comportamento
do grupo BALB/c alérgico foi semelhante ao observado nos animais C57BL/6. E
sabido que os neutrdfilos sdo as primeiras células a migrarem para o tecido e uma
onda de macréfagos ocorre ap6s 2 dias de infecgio (SUNDERKOTTER et al., 1993).
No modelo L. major tem sido mostrado o papel dessas células na persisténcia do
parasito no local nas primeiras horas, como forma de sobrevivéncia (MULLER et al.,
2001, ZANDBERGEN et al., 2004). A analise histopatologica mostrou a presenca de
neutrofilos aderidos aos vasos sangiiineos e no tecido conjuntivo do musculo
cremaster dos animais. Essas células serviriam como abrigo para o parasito conseguir
escapar da destrui¢do pelos macréfagos, além de desencadear a liberagdo de fatores
soluveis, citocinas € quimiocinas, que estariam associados ao desenvolvimento das
lesdes. ZAPH & SCOTT (2003) mostram o papel da citocina IL-12 ndo s6 na
inducdo de IFN-y por células TCD4+, mas também na regulacdo da enzima o(1,3)-
fucosiltransferase VII (FucTVII) e do ligante para E- e P-selectina (PESLs), que
estdo associadas a migragdo de células Thl para o tecido. Como encontramos altos
niveis de IFN-y nos animais BALB/c alérgico infectado, acreditamos que o nivel de
IL-12 possa ser elevado e assim, mediar a migracdo de células Thl para o local
infectado, levando ao quadro de resisténcia observado nesses animais.

As células T reguladoras estdo associadas ao controle e supressao da funcao
de outras células, geralmente através de mecanismo inibitorio. Essas células parecem
controlar o desenvolvimento de doengas auto-imunes, rejei¢do de enxertos, doengas
alérgicas, defesa contra infec¢des, entre outras. O mecanismo de agdo dessa célula
estd sendo investigado e sabe-se que elas agem através do contato célula-célula
(THORNTON et. al., 2000) ou através da produgdo de citocinas imunossupressoras
como a IL-10 (ASSEMAN et al., 1999) e TGF-B (POWRIE et al., 1996). Foram
descritas 3 tipos de células T reguladoras: células Th3, T reg 1 ¢ T CD4+CD25+
(CHEN et al., 1994; SAKAGUCHI et al., 1995; GROUX et al., 1997).

Trabalho desenvolvido por ZHANG et al., 2001, mostrou que a tolerancia aos

antigenos da dieta esta associada as células T CD4+CD25+. E sabido que individuos
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alérgicos possuem niveis de células TCD4+CD25+ semelhantes aos individuos
normais, no entanto, quando estimuladas in vitro por superantigeno elas perdem sua
atividade imunossupressora (OU et al., 2004). LING et al.,2004 mostra que as
células reguladoras de individuos alérgicos possuem baixa capacidade de reduzir a
capacidade proliferativa, bem como, a produg¢do de citocinas Th2.

LIU et al., 2003, mostraram o papel das células T reguladoras CD4+CD25+
em animais SCID que receberam células do bago e linfonodos de animais BALB/c
juntamente com infecc¢ao pela L. major. Quando animais SCID receberam células T
CD4+CD25+ ¢ foram infectados nao tiveram colite, no entanto houve o
desenvolvimento da lesdo na pata, causada pelo parasito. J4 ao receber células
TCD4+CD25- e 1 dia apds serem infectados, tiveram desenvolvimento de colite
severa em que foi observada a perda de peso, além de alteragdo quanto a resposta ao
parasita. A lesdo que inicialmente se desenvolvia, comecava a diminuir apds 3
semanas de infec¢do. As dosagens de citocinas nos linfonodos mesentéricos
mostraram niveis elevados de IFN-y e de IL-4.

O animal BALB/c alérgico apresenta uma resposta Th2 frente ao protocolo de
alergia como visto pelos niveis elevados de citocina Th2 e através da produgdo de
IgG1 e IgE especificos para ova. Entretanto, existe uma resposta Th1l, demonstrada
pelos niveis elevados de IFN-y. A hipdtese ¢ de que o protocolo de sensibilizagao a
ova levou a supressao de células T reguladoras. A auséncia dessas células permitiria
a formagdo tanto da resposta Th2, quanto a de Thl. O estimulo diario através da
SCO, para que esses animais sofram conseqiiéncias que possam levar a morte,
devido a sobrecarga do sistema imune frente a elevada resposta Th2; teria uma via
compensatoria onde ocorre a formagdo de uma resposta Thl. Parece que o sistema
imune ocupado com a resposta Th2 no intestino, permite a formacao da resposta Thl
em outros sitios de infec¢do. O papel do estimulo constante do sistema imune frente
ao antigeno ova presente na SCO ¢ visto quando ¢ realizada a troca do liquido

contendo solugdo de clara de ovo 20%.
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Conclusoes

» A perda de peso observada nos camundongos ¢ dependente de 1L-4.
» O ndo desenvolvimento da lesdo ao parasito ¢ dependente do

constante estimulo antigénico pela ova, interferindo no padrdo de

produgdo de citocinas e na migragao celular.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

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
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

