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A leishmaniose € endémica em varias partes do muna@inda nos dias atuais a doenca
permanece um seério problema de salde publica. eAgdotem diferentes formas clinicas,
afeta cerca de 12 milhdes de pessoas no mundo moaumento de 1,5 a 2 milhées de novos
casos ao ano. Aeishmania amazonensé& uma das espécies causadora da leishmaniose
tegumentar americana que pode manifestar a formdaea ou difusa dependendo do estado
imunoldgico do individuo. A imunidade inata pagigida defesa inicial contra o parasita e
pode determinar a evolucédo da doenca. Camundalaglishagem BALB/c séo suscetiveis a
infeccdo pela leishménia desenvolvendo uma fornsaediinada que evolui para morte,
enquanto que camundongos C57BL/6 possuem cardicisisde resisténcia parcial,
desenvolvem lesdo, porém exercem controle sobrescimento do parasito, evoluindo para
a cura. O objetivo deste trabalho foi avaliar gposta imune inata dos macrofagos de
camundongos suscetiveis e resistentes nas prin@drads de contato do parasita com o
fagodcito. De 14 camundongos BALB/c e C57BL/6 foralnidos macrofagos peritoneias para
andlise do indice de infeccdo, da capacidade madabdos macréfagos dos dois modelos e
capacidade de producéo de 6xido nitrico e peréébidrogénio na presenca ou auséncia da
Leishmania amazonensisNao houve diferenca no indice de infec¢cdo dosrdfi@gos dos
camundongos dos dois modelos estudados. A capaad@dobicida dos macrofagos obtidos
dos camundongos resistentes foi mais efetiva doagdes macréfagos dos camundongos
suscetiveis, sendo que observamos um retardo e @norntrescimento em cultura dos
parasitos recuperados dos macréfagos dos animsigterdges, que foram estatisticamente
significantes a partir do quarto dia de acompanimémeOcorreu producao inicial de 6xido
nitrico pelos macréfagos peritoneais dos camundosgecetiveis a infeccdo na presenca de
L. amazonensjsentretanto, estes animais ndo conseguiram marnpeoducao deste radical
apos 24 h em cultura, ocorrendo uma modulacao imagdd producdo deste radical na
presenca da leishmania. Enquanto a producdo do BIGs pmacrofagos dos animais
resistentes aumentou progressivamente e mante24-seras apos. A producdo do peroxido
de hidrogénio pelos macrofagos peritoneais dos mdongos C57BL/6 foi maior do que o
dos camundongos BALB/c mesmo quando infectadoslcaamazonensisConcluimos que a
interacdo dd&eishmania amazonensiem osmacrofagos modulou negativamente a producao
de oOxido nitrico em camundongos suscetiveis, masnaod camundongos resistentes. Os
macrofagos dos camundongos C57BL/6, resistentestamania, foram capazes de eliminar
0 parasito mais eficientemente do que os macrofagonhagem suscetivel BALB/c. A
producdo precoce mais elevada d®He a capacidade de manter a resposta de NO por
tempo mais prolongado parecem ter sido fatores rnrapes para a resposta de
suscetibilidade ou resisténcia heishmania amazonensis Nossos dados, portanto,
contribuiram para esclarecer alguns mecanismosaimienvolvidos nas respostas de
suscetibilidade ou resisténcia a infeccao pelahmania amazonensis
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Leishmaniasis is endemic in several parts of thddvand still remains an important healthy
problem. The disease affects about 12 million peepridwide, with an increase of 1.5 to 2
million new cases by year. There are differenticihforms of the disease depending on the
host, parasite species, and immunological respdasénfection. The innate immunity
response is responsible by the initial defensenagdhe parasite and may determine the
evolution of the disease. BALB/c mice are suscéptib Leishmaniainfection and show
disseminated disease that progress to death, veh€&BL/6 mice show partial resistance to
the disease, develop lesions, but control the draitthe parasite evolving to healing. This
work aimed to evaluate the innate immune resporisemazrophages from susceptible or
resistant mice during the first 24h in culture. Thacrophage infection rate, the microbicidal
activity of macrophages, and the nitric oxide angdrbgen peroxide production by
macrophages of 14 BALB/c and 14 C57BL/6 mice werevitro assessed in presence or
absence ofeishmania amazonensiBhere was no difference in macrophage infectada by
Leishmaniabetween both models evaluated. The microbicidghcidy of macrophages from
resistant mice was more effective than that of waltages from susceptible animals, which
showed statistical difference in the fourth dayh&mced nitric oxide production by peritoneal
macrophages from BALB/c susceptible mice stimulatéth L. amazonensisccurred at the
beginning of the incubation, but there was a desdaa production after that, showing a
downmodulation of nitric oxide production kyeishmaniain this mouse model. However,
differently, the nitric oxide production by C57BLyésistant mice gradually increased until 24
h. The hydrogen peroxide production by peritoneacmphages from C57BL/6 mice was
higher than that of BALB/c mice when infected withamazonensisNe conclude that the
interaction of macrophages witheishmania amazonensidowmodulates nitric oxide
production in susceptible but not in resistant miarthermore, macrophages from C57BL6
mice resistant ta_eishmaniawere able to eliminate the parasite more effityerhan
macrophages from the susceptible strain BALB/c. Tiigher early production of 0, and
the capacity to maintain NO production for a longeriod appear to be important factors in
the response of susceptibility or resistancé.eégshmania amazonensi®ur data therefore
may clarify some mechanisms involved in the initedponses of susceptibility or resistance
to Leishmania amazonensigection.
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1. Epidemiologia das leishmanioses

A infeccao pelo parasita causador da leishmaniosedémica em varias partes do
mundo, e ainda nos dias atuais a doenca permanesenp problema de saude publica em
muitos paises (Ouellette et al, 2004, Goto e Lind@810, Alvar et al, 2012). A doenca, em
diferentes formas clinicas, afeta cerca de 12 reghide pessoas no mundo com um aumento
de 1,5 a 2 milhdes de novos casos ao ano (WHO)2007

Segundo o Ministério da Saude do Brasil, no periddo2000 a 2008, foram
registrados 238.749 casos de Leishmaniose Tegumemricana (LTA), com média anual
de 26.528 novos casos sendo 0 norte e nordestgiaes com maiores porcentuais de casos
no pais com aproximadamente 70% dos casos confisnagsse periodo. A Leishmaniose
Visceral ou Calazar (LVe¢m 2008 foram registrados 3.852 casos autoctonssi@ niumero
de casos esta na regido Nordeste, apesar disse,amlisar a série historica observa-se uma
reducdo dos casos nesta regido, que passou ded8R?8/4.858) do total de confirmados em
2000, para 45% (1.739/3.852) em 2008. A doenca seraxpandindo, de forma gradativa,
para as regides Norte, Sudeste e Centro-Oestgapsaram de 17% (829/4.858) do total de
casos em 2000, para 48% (1.863/3.852) em 2008 (3¥,S1010). No DF, entre 2005 e 2008
foram relatados 316 casos confirmados de leishreanisceral sendo que desses, 5% foram
casos autoctones. As transmissdes no DF aumentesicidades satélites de Sobradinho | e
Il, Varjao, Ceilandia e Brazlandia nesse mesmoogeriporém o local provavel de infecgcédo
nao foi estabelecido (Secretaria do Estado de Saaidzistrito Federal, 2009). No primeiro
semestre de 2012, 20 casos foram confirmados drhaniose Visceral no DF, sendo 4
autoctones das regides administrativas FercalSdbradinho (2) e Lago Sul (1), 14 casos
vindos de outros estados como Goias, Bahia, Mir@si§e 2 casos de localidade ignoradas

e, de 19 casos de LTA, 15 foram casos vindos tteastados e ocorreram também 4 casos



autoctones nas regides de Santa Maria (1), Tagaatl), Sdo Sebastido (1) e Sobradinho (1)
(SES/DF, 2012).

As leishmanioses s@o zoonoses de animais silvestmess raramente domeésticos. A
manutencdo dos parasitos na natureza nao se delvenaam, sendo este considerado um
hospedeiro acidental. As diferentes manifestacassddencas sdo dependentes de fatores de
viruléncia do proprio parasito e da resposta imestabelecida pelo hospedeiro (Gontijo e
Carvalho, 2003). Possui varias formas de apresamtzica: tegumentar (cutanea, cutaneo-
mucosa e difusa) e visceral, sendo que na form@neatmucosa podem ocorrer mutilacées
graves e mesmo 0 Obito e na forma visceral da doponde ocorrer 6bito se ndo tratada
(Herwaldt, 1999; Cunningham, 2002).

As leishmanioses sao causadas por parasitos doodé&ighmaniague possui mais de
21 espécies conhecidas patogénicas para o homdmisAmania amazonensé uma das
espécies causadora da leishmaniose tegumentarcamerque pode se manifestar como
forma cutanea ou difusa, dependendo do estado idgioo do individuo (Macedo-Silva et
al, 2011).

O ciclo de vida do parasito € digenético, possuinuspedeiro vertebrado
(principalmente mamiferos) e invertebrado (insetogyénerd_utzomyia sp.)E um parasito
intracelular obrigatério com duas morfologias ditsis, a promastigota e a amastigota. A
forma promastigota possui um flagelo e se muli@plo trato digestério do inseto vetor,
enquanto que a forma amastigota ndo possui flagede encontra no interior de fagocitos

mononucleares do sistema imunitario do hospedeamifiero (Umakanti and Singh, 2009).

2. Entrada no hospedeiro vertebrado e resposta imutdria
Os fagodcitos séo células esséncias que compdestemsai imunitario inato e sao

capazes de realizar a fagocitose. Sdo células egmnhliecem o parasito por receptores
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presentes na membrana plasmatica, entre eles egtoezs para padrdes moleculares de
patogenos (PAMP) que reconhecem antigenos de ds/arscroorganismos. Uma vez

reconhecido, a membrana do patégeno se liga enptoees na membrana do fagocito e
ocorre a formacdo de um vacuolo, que abriga o patmgo fagossomo. O lisossomo,

contendo as enzimas digestivas, funde-se com sd$agm, formando o fagolisossoma ou
vaculo parasitoforo, criando um ambiente acida) B peptideos microbicidas e enzimas
hidroliticas, aléem de espécies reativas de oxigé&nimitrogénio, que irdo destruir o

microorganismo invasor (Handman e Bullen, 2002).

Ao ser inoculado na pele pelo inseto vetor, a fopnamastigota interage com
componentes do soro, dentre eles os componentesstiona do complemento. Estudos
demonstraram que nos primeiros trés minutos dagafeconi. major, 90% das leishmanias
sao eliminadas pelo complexo de ataque a membrmnados pelo complexo C5b a C9
(Dominguez, 2003).

Porém, a forma infectante promastigota metaciaticanais resistente a lise pelo
sistema complemento. A lipofosfoglicana (LPG) doapao na forma metaciclica pos$ui
galactose em sua porcao terminal recoberta @el@binose o0 maior nimero de repeticoes
nas unidades de dissacarideos confere resistéastasiformas (Awasthi et al, 2004).

Devido a essa caracteristica de resisténcia ao leompto, as promastigotas
metaciclicas utilizam a opsonizacao pela proteidla @ complemento para entrar na célula
alvo, pela ligacdo ao seu receptor na membranagficito. Assim, a leishméania escapa da
acdo microbicida do fagocito, pois a interiorizagfor meio dos receptores para 0O
complemento néo ativa as vias de destruicdo dgeatono fagocito (Maurer et al, 2009).

Uma vez interiorizada, a promastigota metacicle#&ansforma na forma resistente
amastigota, que tem em sua membrana a proteing gp63possui agdo proteolitica para

degradar enzimas lisossomais, dando a amastigsitiémecia para sobreviver no ambiente
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acido do fagolisossoma (Awathi et al, 2004; Umaikamd Singh, 2009). Outro mecanismo de
escape do parasito € a inibicdo da fusdo do fagoswscom o lisossoma (Nylén e Akuffo,
2009), como também, a capacidade do parasito deuma atividade da enzima sintase do
oxido nitrico induzivel (iNOS), responsavel pelagucéao do 6xido nitrico, importante agente
leishmanicida produzido quando macréfago estaddiyda Silva, 2010).

A literatura ainda € controversa em relacao a gglala € responsavel para interacao
inicial com o parasito. Estudos recentes tém sdgegue os neutrofilos sdo as primeiras
células a serem infectadas pela leishmania (Petexts 2008), enquanto que muitos sugerem
gue os macrofagos da pele séo os primeiros a tewatato com o parasito (Nylén e Akuffo,
2009). Em contraste, os resultados de Petersseigarem quén vivo as células dendriticas
sdo as principais células infectadas pela leishen&ngue os neutrofilos possuem papel
limitado frente a esse patdgeno (Ng et al, 20083bdlhos indicam que os neutroéfilos se
tornam incapazes de produzir granulos microbicglzendo infectados com. major, ndo
sendo capaz de matar o parasito (Molhedo et aQ)201

Para eliminar o patdgeno interiorizado € necessgu® 0 macréfago apresente o
antigeno para os linfécitos T auxiliares CUTCD4), que ao reconhecer o antigeno ligado
ao complexo principal de histocompatibilidade IP¢d), secretam citocinas que irdo ativar o
macrofago para produzir substéncias microbicidasnoc 0xido nitrico e peroxido de
hidrogénio, entre outros radicais de oxigénio egénio.

Os linfécitos T auxiliares CD4 séo classificadosdums subpopulacgdes: linfocitos T
auxiliares 1 (LTA1l) ou 2 (LTA2), de acordo com aso@nas que secretam quando
reconhecem o antigeno ligado ao CPH Il apresemaldofagdcito. O LTAL secreta citocinas
proinflamatérias, sendo a principal o H;Npotente ativador do macroéfago, enquanto que, o
LTA2 secreta citocinas, como IL-4 e IL10, que além promoverem a resposta humoral

possuem capacidade antiinflamatéria, inibindo\aagéio do fagdcito.



Em modelos murinos, o paradigma LTA&rsusLTA2 esta relacionado com uma
resposta de resisténcia ou suscetibilidade a iafecpela Leishmania major. Em
camundongos C57BL/6 a resposta LTALl, com secregatFiy, ira ativar o macrofago,
impedindo o crescimento do parasita, com evolucdm pa cura. Ao contrario dos
camundongos da linhagem BALB/c, que induzem umporda principalmente LTA2, com
secrecdo de citocinas antiinflamatérias que intboémacrofago, facilitando a multiplicacéo
do parasito e causando lesfes que ndo curam ewmaado doenca (Awasthi et al, 2004).

Em seres humanos com leishmaniose essa polariéaddsgbsta ndo é tdo evidente.
Tanto a resposta dos LTA1 como a resposta dos L3A® importantes na defesa do
hospedeiro contra as infecgcbes. A resposta LTA4 esiacionada com a defesa contra
protozoarios, bactérias intracelulares e virusuantp a resposta LTA2 € mais efetiva contra
os helmintos e bactérias extracelulares. Essasgespsdo também antagdnicas, desde que o
IFN-y modula negativamente a resposta LTA2, e a IL-4leJ modulam negativamente a
resposta LTAl, o que facilita a homeostasia doemsiat imunitario e uma resposta
imunologica equilibrada. Adicionalmente, as célutagulatorias da resposta imune que
expressam as moléculas CD4 e CD25 (LTreg) e produizelO e/ou TGH3 (LTrlou LTA3)
estdo envolvidas na modulacdo da resposta imumitéampedindo ou diminuindo as
consequéncias das reacdes de hipersensibilidadas edaencas autoimunes (Mills and
McGuirk, 2004).

Utilizando camundongoknockoutpara os genes do CPH de classe | (LTCDS8) ou
CPH de classe Il (LTCD4), tem sido demonstradoapmais que eram deficientes do CPH
de classe Il, e ndo apresentavam resposta pocitog6TCD4, quando infectados pdla
major, apresentaram uma doenc¢a ndo controlada e fataloAtrario daqueles deficientes na

resposta de linfécitos TCD8, que quando infectadwgrolaram a doenca de forma similar



aos camundongos normais, sugerindo que linfoci@i34l, mas nédo os TCD8, sao requeridos
para controlar a infeccéo pbeishmania majofLocksley et al, 1993; Huber et al, 1998)

Ha estudos que investigaram a ativacdo do macrg@dago destruicdo do patdgeno
nos estagios iniciais da infeccéo, periodo em qresposta imunitaria adaptativa ainda nao
foi estimulada (Horta et al, 2011). Maior quantidade L. major foi encontrado em
macrofagos deficientes em INOS do que em macréfagosais, apdés 72 h da infecgao,
demonstrando que o NO € produzido pelo macrofagotee sido ainda ativado pelo IFN-
produzido pelos LTAL, e mesmo em baixas concendsagd NO tem capacidade de inibir o
crescimento do parasito (Wei et al, 1995).

O IFN-y produzido pelo LTALl induz a expressao de iNOS, gs@émulara a
producdo de Oxido nitrico a partir de L-argininajeqprovocara a destruicdo de
microorganismos, enquanto que, principalmente d,llsecretada pelo LTAZ2, induzira a
expressdo de arginase, que é responsavel pelacamda uréia e outros metabdlitos, agindo
como uma enzima regulatéria e modulando a dispatabie de L-arginina na célula para
producdo do NO. Dessa forma, € possivel que o padiedresposta LTA2 favorecera a
leishmania, porque diminuira a quantidade de Lramngi disponivel para a producao do éxido
nitrico, fazendo com que a célula n&o consiga eamd agente invasor (Wanasen and Soong,
2008).

Testes utilizando células de linhagens de camuraongge apresentam padrdo de
resposta LTAL1 ou LTA2 demonstraram que os macr@&fatp camundongos BALB/c, que
apresentam uma resposta LTA2, ndo produzem NO erdgam a producao de ornitina/ureia
(via anti-inflamatoria) quando estimulados com HNu LPS. Por outro lado, para os
macrofagos de camundongos C57BL/6, que apresergaposta LTAL, ocorre resposta
oposta ao estimulo de IFNe LPS, os niveis de ornitina diminuem e aumengeoducéo de

L-citrulina/NO (resposta pro-inflamatoria) (Mill$ al, 2000).



2.1 Fagocitose

Handman et al (1979) observaram avaliando a infeqgé L. tropica que as
diferencas na resposta imunitaria entre linhagessesiveis ou resistentes ndo é devido a
menor ou maior entrada do parasito na célula hesede sim, a fatores microbicidas que
sao diferentes entre os modelos, e por isso, geeafis diferentes frente ao mesmo parasito.

Beil et al (1992) demonstraram diferencas no tigo célula presente na leséo
leishmaniotica em camundongos suscetiveis (BALBLcYyesistentes (C57BL/6), infectados
comL. major. No estagio inicial, os neutroéfilos estdo presemie infiltrado inflamatorio no
camundongo BALB/c, enquanto que nos C57BL/6, magad, eosinodfilos e neutréfilos sdo
as células predominantes. Apds 2 dias de infeatéidesdo dos camundongos suscetiveis
havia 2 vezes mais leishmanias intactas do quesda ldos resistentes.

A capacidade fagocitaria de monocitos do sangué&épeo de pacientes com
leishmaniose foi duas vezes menor devido a menantglade de células envolvidas no
processo do que a de individuos controles nornRasém, quando os individuos com
leishmaniose foram tratados com o glucantime, hauwveento significante da capacidade de
fagocitar leveduras pelos mondcitos dos paciel@aklénha, 2009). Em modelos murinos, a
fagocitose pelos macrofagos peritoneais tanto pedosptores para opsoninas quanto por
receptores para PAMPs estava aumentada em camwsd®#j_B/c infectados coni.
amazonensisO contrario foi observado para os macrofagostqrerais de camundongos
C57BL/6, ndo foi observado aumento da capacidadeci@ria no grupo infectado em
relacéo ao grupo controle (Saldanha, 2009).

Poucos trabalhos analisam a atividade fagocit@rimacrofagos de camundongos. E
importante esclarecer a funcao fagocitaria na geqela leishmania, pois a fagocitose pelos

macréfagos € o mecanismo principal para a elimmagd parasitos, mediado pela producéo



de metabdlitos toéxicos de oxigénio e nitrogénianocanion superoxido (0, perdxido de

hidrogénio (HO,) e oxido nitrico (NO) (Wilson, 1991; 1994; Bhattacyya et al, 2002; )

2.2 Oxido nitrico

O NO é encontrado em estado gasoso, possui sdadelimoderada em agua e em
sistemas biolégicos tem caracteristica lipofili€a.NO é uma molécula neutra com 11
elétrons na camada de valéncia, que possui unorléfio-emparelhado. Seu carater radicalar
Ihe confere uma alta reatividade (meia-vida delb aegundom vitro), especialmente frente
a outras moléculas paramagnéticas, tais como arigénlecular (Q) e anion superoxido
(O2). O NO pode também complexar-se com metais dsig@@mn como o ferro, transferindo o
elétron desemparelhado para os orbifaiazios do metal (Barreto e Correia, 2005).

A sintese do NO resulta da oxidacdo de um dos rbgénios guanidino da L-
arginina, que é convertida em L-citrulina e éxidwoico. Esta reacdo é catalisada pela enzima
NO-sintase (NOS). Uma variedade de isoformas de M@Ssido purificada em diferentes
tecidos de mamiferos e muitas ja tiveram seus ggdapados. Estudos bioguimicos e analise
sequencial de aminoacidos revelaram que estasrnsadorepresentam uma familia de
proteinas e, aparentemente, sdo produtos de més destintos. Assim, as isoformas da NOS
sdo agrupadas em duas categorias, a NOS constif@giNOS), dependente de ions calcio
(Ca™) e de calmodulina, que esta envolvida na sinalzaglular, e a NOS induzivel (iNOS),
produzida por macréfagos e outras células ativaaascitocinas (Dusse et al, 2003). A
arginase € uma enzima que compete com a iNOS g&lagdo de L-arginina, nesse caso,
quando a arginase catalisa a reacdo da L-arginpraduto é L-ornitina (estimulada por um
padréo de resposta LTA-2) (Wanasen, 2008).

Iniesta et al. (2001; 2002) demonstraram que ac#@oluda arginase favorece a

replicagdo das leishmanias dentro do macrofagoyatiaado a expressao diferencial da
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arginase no tecido de camundongos susceptiveis BRALe resistentes (C57BL/6),
demonstraram aumento da enzima em ambos, mas nmdango BALB/c ocorreu aumento
da enzima em paralelo com o tempo de infeccao,aqgue no camundongo C57BL/6 a
enzima estava aumentada apenas durante o perégoeédemna da pata dos camundongos
(Iniesta et al, 2001; Iniesta et al, 2002; Iniexdtal, 2005).

O NO resultante da ativacdo da INOS possui acaotogita e citostética,
promovendo a destruicdo de microrganismos, pasasitlulas tumorais. A citotoxidade do
NO resulta da sua acao direta ou da sua reacacoutnws compostos liberados durante o
processo inflamatério. A base bioquimica para @ afjfeta do NO consiste na sua reacéo
com metais (especialmente o ferro) presentes rasas do seu alvo (James, 1995). Desta
forma, sao inativadas enzimas cruciais para o celd&rebs, para a cadeia de transporte de
elétrons, para a sintese de DNA e para o mecaniemwoliferacdo celular. Em processos
infecciosos, células ativadas como macrofagos,réfdos e células endoteliais secretam
simultaneamente NO e intermediarios reativos dgéo, e a acao citotoxica indireta do NO
consiste, principalmente, na sua reacdo com essasnediarios do oxigénio. Uma acao
toxica cooperativa de NO e anion superoxido (O2suilta na formacdo de peroxinitrito
(ONOOQ), um poderoso oxidante de proteinas. O ONfdde, posteriormente, protonar-se
na presenca de ion hidrogénio*Horiginando um radical altamente reativo e toxioo
hidroxil (HO.), aumentando efetivamente a acdoc@xiio NO e do O2Beckmanand
Koppenol, 1996). A célula produtora de NO e suantian¢a ndo estdo a salvo da toxicidade
dessa molécula, podendo ser destruidas.

Vérios trabalhos tém demonstrado que a atividadmofmicida contra as formas
intracelulares da leishméania é mediada principatex@elo 6xido nitrico (James, 1995). O
tratamento de camundongos infectados dommajor com um inibidor da iINOS, N-

monomethyl-L-arginine (NMMA), resultou em aumenta ccarga parasitaria e no
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desenvolvimento de lesBes cutaneas maiores (Liewal,efl990). Stenger et al (1994)
analisando por imunohistoquimica, utilizando ampog contra INOS em tecido de leséo e de
linfonodos, observaram expressdo precoce e enornguantidade da INOS em
camundongos resistentek.amajordo que naqueles suscetiveis.

Dias e cols. (2003) demonstraram vivo a producdo de oOxido nitrico pelos
camundongos BALB/c e C57BL/6 infectadas c&ammexicanae sua relacdo com uma
resposta mediada por LTal, do tipo proinflamatéoio mediada por LTa2, do tipo
antiinflamatério. Stenger et al observaram que emundongos com caracteristicas de
resisténcia, C57BL/6, C3H e CBA, mesmo quando ayg@o do 6xido nitrico € inibida,
ainda ocorre a limitacdo da infeccdo pelanajor, ao contrario dos camundongos BALB/c,
que desenvolvem a forma visceral da doenca.

Sarkar e colaboradores (2011) analisaram a proddgaddNO por macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c infectados dandonovanj e observaram que na
presenca do parasito essas células inibem a prodig;8lO favorecendo o seu crescimento.
Avaliaram também, a producdo de NO em células marieares do sangue periférico
(PBMC) de pacientes com leishmaniose visceral, gemiaram que nesses pacientes a
producao de Oxido nitrico também é menor do quaspstiulas de individuos saudaveis.

Saldanha (2009) demonstrou que macréfagos peritonda camundongos
suscetiveis (BALB/c) infectados com amazonensiproduzem menos 0xido nitrico quando
estimulado com LPS do que os macrdfagos dos aniqmasnao foram infectados pelo
parasito, enquanto que ndo houve diferenca na géiodoasal deste radical pelos macréfagos

dos camundongos resistentes (C57BL/6).
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2.3Radicais de hidrogénio

Espécies reativas de oxigénio sdo encontradas dws tis sistemas bioldgicos e em
condicOes fisiologicas do metabolismo celular ae;0b oxigénio molecular (£§) sofre
reducao resultando na formacéo de agua. Durantepessesso sao formados intermediarios
reativos, como os radicais superoxido, JOhidroperoxila (H@) e hidroxila (OH) e o
peroxido de hidrogénio (,). Esse ultimo possui uma vida longa, € capaz de/edsar
camadas lipidicas, pode reagir com a membranada@téria e com proteinas ligada ao ferro.
O perdxido € um metabalito de oxigénio extremameaetetério devido a sua participacdo na
reacdo que produz o radical OHFerreira e Matsubara, 1997) e é formado a pdsdir
dismutacdo do § uma reacdo catalizada pela enzima dismutase plerésudo (SOD)
(Assche et al, 2011).

Estudos in vitro demonstraram o efeito toxico dirdd anion superoxido () e do
H.O, na leishmania. A suscetibilidade foi dependentestagio do parasito, as promastigotas
metaciclicas foram mais resistentes comparadasasqgmnociclicas e ainda, observaram que o
H.O,tem um efeito mais téxico do que @ QNilson et al, 1994).

Murray (1981) observou que &s tropica e L. donovaneram suscetiveis, dose
dependente, aoJ, e ainda que a leishmania induziu a producdo deaiadde oxigénio por
macrofagos infectados. Ao inocular essas duas iespée leishmania em camundongos das
linhagens suscetivel (BALB/c) e resistentes (DBACBA) ndo observou diferenca na
producéo de bD, pelos macréfagos

Das et al (2001) demonstraram que o peréxido deodphio € tOxico pard..
donovani, degrada DNA e ativa a via das caspases, levantisiamania a morte por
apoptose.

Domingues et al (2010) avaliando a producdo de ®?KgDzima que participa da

producdo de radicais de oxigénio, observaram que taos macrofagos dos camundongos
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BALB/c quanto nos macrofagos dos camundongos C5yBid producdo dessa enzima
quando estimulados coln mexicana Porém, a atividade dessa enzima € diferente astre
duas linhagens, sendo que nos macréfagos dos cangosl C57BL/6 a enzima esta
aumentada, ocorrendo consequentemembieeato também na exploséo oxidativa, refletindo
na eliminacdo do parasito pelos macréfagos dos mdomgos C57BL/6 e ndo dos
camundongos BALB/c (Dominguez et al, 2010).

A producédo de peroxido de hidrogénio pelos monécdo sangue periférico de
pacientes com LTA apresentam producdo basal desiiealr mais elevada do que os
monaocitos de individuos normais e a resposta fisieama quando esses mondcitos foram
estimulados com PMA (Saldanha, 2009). Isso sugeesayperéxido de hidrogénio possa
estar envolvido na patogénese da leséao.

3-Modelos animais
O aumento dos estudos sobre o papel que os asppm@sicos determinam na
patogénese da leishmaniose foi propiciado pelo desonodelos murinos isogénicos. A
disponibilidade de linhagens com a fisiologia, imlagia e mapa genético bem definidos faz
dos camundongos modelos ideais para investiga¢iwal@rial. Alem disso, espécies de
leishméania infectantes para ao homem podem caushdgs semelhantes da doenca em
camundongos, por isso, linhagens puras de camuodon@m servido para imitar
naturalmente os fendtipos de suscetibilidade camplsuscetibilidade intermediaria e
resisténcia a doengas em humanos (Handman et0&).20
Porém, no estudo da leishmaniose cutanea nos camywsl trés modelos sao
comumente utilizados. Nesses modelos a resisténoi@nsurada pela habilidade de controlar
0 crescimento da lesdo no sitio da inoculacdo, aléntontrole da carga parasitaria e o

estabelecimento da resposta imunitéria adaptatimadman et al, 2005).
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Na infeccéo poL. major, camundongos da linhagem C57BL/6 apresentam um
perfil de resisténcia associada a resposta imumi@igida por LTA-1 (pré-inflamatoéria) nédo
desenvolvendo lesdo, ao contrario dos camundongoBnbdagem BALB/c que, quando
infectados com a mesma espécie, desenvolve lesipagle evoluir para a morte, devido a
uma resposta dirigida pelo padréo LTA-2 (anti-imféoria) (Liew et al, 1990).

Entretanto, quando camundongos C57BL/6 sao infestadmL. amazonensis
esse padréo de resisténcia no é tdo evidentesdfvablo que os individuos formam lesdes,
porém o sistema imunolégico consegue estabelecar resposta anti-leishméania, fazendo
com que a lesado regrida. O que nao ocorre com rosircdongos BALB/c, assim como na
infeccdo poi. major, estes ficam seriamente doentes quando infecfaatds amazonensis
(McElrath et al, 1987).

E evidente que ha fatores do parasito que infla@mcia suscetibilidade ou n&o
a doenca, porque camundongos BALB/c sao resistaritdeccao pela. braziliensisdevido
a auséncia da resposta LTA-2 e ndo pelo estabalatonde uma resposta LTA-1 (Dekrey et
al, 1998). Assim, como quando infectados ¢orguyanensistambém nao apresentam lesdes,
e parecem ser capazes de eliminar o parasito ($oasao et al, 2006).

Nos modelos experimentais, existem linhagens qgmorelem diferentemente frente
ao mesmo parasito devido a caracteristicas gegsétinthividuais. Como ocorre com 0S
camundongos BALB/c e C57BL/6, que, quando infectadom aL. major, 0 primeiro
desenvolve uma doencga disseminada evoluindo parari@, enquanto o segundo, apresenta
uma doenca limitada, que naturalmente evolui pataa (Lipoldovd and Demant, 2006).

Vérios trabalhos tém analisado os possiveis fatQuesseriam responsaveis pelas
diferentes respostas encontradas, utilizando véaramelos animais e espécies de leishmanias,

como mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1: Estudos de fatores imunoldgicos em difeeemodelos murinos

desafiados com diferentes estimulos.

E 1 Linhag NO H202 fagocitose Referéncia
VNO;
e iNOS.
(MP)*
LPS BALB/c Santos et al., 2006.
Mo
NiNOS
C57BL/6 (MP)*
M Arginase Iniesta et al., 2005;
W INOS capacidade fagocitaria=; Liew et al, 1930.
L. major Balb/c (lesdo tecidual) C57BL/6 elimina a Stenger et al. Steffen
Minos leishmania e 0 BALB/cndo. et al, 1994; Dias et al,
C57BL/6 {lesdo tecidual) 2002; Beil et al., 1992,
i BALB/C s inicio da infecgdo = Murray, 1981;
.tropica = ' a
P no dia 7\ células Handman et al., 1979.
C57BL/6 infectadas C57BL/6
Inibe a enzima PKCa WERO,
M sobrevivéncia do parasito.
BALB/c (Mp)*
L. mexicang Aatividade de PKCa, Dominguez et al., 2010.
M produgdo de ERO
W sobrevivéncia do parasito
C57BL/6 (mMp)*
In vitro, sdo suscetiveis ao
L. d chagasi perdxido de hidrogénio pela Zarley et al, 1991.
produgdo de radical hidroxil
Produzido horas depois da
Mais importante para matar a bactéria e infecgdo, ndo é mantida a e
P~ i ’ x u ] E Vazquez-Torres et
5. tiphimurium CS7BL/6 produzida em tempos mais tardios da podugdo, mas sinergiza al 2000
infecgdo com a atividade do NQ para il
eliminar a Salmonella .
VNO em estagios mais tardios WV ERO por macrdfagos
na lesio. infectadas com L.A.
BALB/c do que com LG. ** Giorgio etal, 1998.
L. 2 o 5 -F tal
apaEaneney AN no estdgio inicial da infecgdo e el RN el
2006.
permanece
presente em menor concentragio nos
C57BL/6 estagios finais.
€ inibid ducio de NG el Estimula a producdo desse Bhattacharyya etal.,
inibida a producdo de elos
b , BALS/ 5 p i 5 e cf 3 radical de forma semelhante nas 2002; Murray, 1981;
. donovani 2 £ .
£ facrotage peritoneals Intectacos células das duas linhagens. E Das et al., 2001 Sarkar
ROS é toxico degradando DNA. etal., 2011.
C57BL/6
produz NO mas a morte do parasito ndo  induziu a explosdo oxidativa de
. g % Z Sousa-Franco etal.,
estd macrofagos peritoneais capaz de S
BALB/c envolvida com o NO; eliminar o parasito.
mesmao na auséncia de ROS,
L guyanensis conseguiram contera
Camundongos . : " leishmania. Mas na formacéo do
MNa auséncia de iNOS nao controlaram a Murray and Nathan,
com DGC efou = i granuloma nenhum dos
: infeccdo. ) 1999.
iNOS-/- camundongos obtiveram
sucesso. NO e ROS trabalham em
sinergia.
Sdo suscetiveis a atividade de H202 e
02 in vitro na fase promastigota Wilson et al., 1994,
L. chagasi prociclica.
50% ¢ peroxido de
TDM : T
BALB/c hidrogénio
(ativador de Oswald et al, 1992.
macréfago) /M perdxido de hidrogénio
CS57BL/6 quando estimulado

* Macrofagos peritoneais; ** LALeishmania amazonensisG: Leishmania guyanensi®lGC: Doenca

Granulomatosa Cronica.

15



JUSTIFICATIVA

Ha ainda muitos aspectos que precisam ser avalipdoa esclarecer quais
parametros sdo responsaveis pela suscetibilidadendu a leishmaniose. Aspectos
relacionados ao parasito e ao proprio hospedeieodgerminam uma resposta imunitaria
eficaz ou ndo.

Embora muitos trabalhos tenham avaliado a respwstmitaria adaptativa ja
estabelecida, falta ainda esclarecer os aspectodveios nas fases iniciais da infeccao pelo
parasita e que sao realizados pelas células dmnsismunitario inato. O destino da infeccéo
pode ser estabelecido no momento do encontro dsifsicom as células do hospedeiro, e a
capacidade ou ndo de conter a infeccdo e determirestabelecimento de uma resposta
imunitaria eficaz depende de eventos que ocorrestarfase da infeccdo e que nao estao
ainda totalmente esclarecidos.

A cinética da interacédo do parasita como os fageciesta fase inicial, a capacidade
de resposta microbicida pelos fagécitos do hospgdeicinética da producédo de substancias
microbicidas, como o Oxido nitrico e o perdxido Helrogénio, ainda precisam ser
esclarecidas.

O esclarecimento desses possiveis fatores detertesnala evolucdo da doenca
podera disponibilizar marcadores para a identiioadaqueles individuos infectados com
leishméania que irdo desenvolver a forma grave dangi Assim como, propiciarda a
utilizacdo de uma terapéutica precoce e mais adegyeopiciando uma cura mais rapida e
melhor qualidade de vida para os individuos infim$a Esses marcadores também poderiam
auxiliar no desenvolvimento de farmacos que pudessgir mais pontualmente nos

parametros que se encontram alterados determirzaddenca.
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OBJETIVOS

17



Objetivos Gerais:
Avaliar in vitro a cinética da resposta imunitaria inata inicials primeiras 24 horas,

em modelo suscetivel e em modelo resistente aci@depeld_eishmania amazonensis

Objetivos especificos:

- Avaliar e comparar a producéo de peréxido deogi@inio e 6xido nitrico nas primeiras
24 h pelos macréfagos peritoneais de camundongdsBRA(suscetivel) e C57BL/6
(resistente) infectados vitro comLeishmania amazonensis

- Avaliar a cinética da taxa de infeccédo nas dumdmgens de camundongos.

- Avaliar e comparar a capacidade microbicida dasrdfagos apos a interiorizacdo da
Leishmania amazonenss camundongos BALB/c (suscetivel) e C57BL/6 tesite),
pela curva de sobrevida das leishmanias recuperagas a interiorizacdo pelos

macrofagos.
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MATERIAIS E METODOS
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Este trabalho € um estudo experimental e foi dedeid no Laboratério de
Imunologia Celular da area de Patologia da FaceldedMedicina da Universidade de
Brasilia e foram avaliadas possiveis diferencasesposta imunitaria inata inicial de
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c (siveig) e C57BL6 (resistentes)

infectadodn vitro comLeishmania amazonensis

Delineamento experimental

A producéao de peroxido de hidrogénio e 6xido rotfm avaliada nos tempos
de 1h, 6h e 24h ap0s a infeccdo domshmania amazonensemgquanto que a taxa de
infeccdo foi avaliada apos 6 horas e 24 horas fiegao. Foi também avaliada a
capacidade microbicida dos macréfagos pela redlizde uma curva de sobrevida das
leishméanias recuperadas apo0s a interiorizacdo peérsofagos peritoneais nos dois

modelos murinos estudados.
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Camundongos

b,

14 BALE/c
(suscetivel)

b

14 C57BL/G
(resistente)

A |

A |

Figura 1: Delineamento experimental.

Animais

a Indice de infeccio Curva de a Indice de infeccio Curva de
NOeH102 e Aderéncin sobrevivéncia NOeH102 e Aderéncin sobrevivéncia
14 animais 4 14 animais 14 animais 14 animais 4 14 animais 14 animais
Basale Basale
estimulado com £, estimulado com £,
CRAIONENSIS (LRSS,

Foram utilizados 14 camundongos de cada uma daagiéms BALB/c e

C57BL/6, os quais possuem um perfil genético quefere suscetibilidade ou

resisténcia a infeccéo pdlaishmania sprespectivamente.

Todos os animais utilizados nesses experimenta@snfonantidos em gaiolas

coletivas, contendo no maximo dez animais nas @mimlaiores, com agua e racaol “

libitum”, sob condicdes de luz / escuro em ciclo de 12sher@mperatura de 23-25°C

alocados no alojamento de animais da Faculdade edicMa da Universidade de

Brasilia — UnB.

As normas éticas para a pesquisa cientifica comaside laboratorio foram

rigorosamente obedecidas, conforme determinaraiteero 11.794, de 8 de outubro de

2008, os principios éticos para experimentacdo ahnirdefinidos pelo Colégio

Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 1991a ®eclaracdo Universal dos

Direitos dos Animais (UNESCO, 1978). O projeto &provado pelo Comité de Etica
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no Uso de Animais da Faculdade de Medicina da Usidede de Brasilia (processo

10920/2012).

Cultivo de Leishmania amazonensis para utilizacdo nas infecgcbes dos macréfagos
peritoneaisin vitro

Foi utilizada alLeishmania amazonensi@FLA/BR/67/PH8), gentilmente
cedido pelo Laboratério de Dermatomicologia da FKeme de Medicina da
Universidade de Brasilia.

O parasito era cultivado em meio Schneider (Sigghd,ouis, MO, USA) com
20% de soro fetal bovino e 40pug/ml de gentamici2&%C. A proporcao utilizada em
nos experimentos para a infecgéovitro de macréfagos peritoneais foi de 10:1 (10
parasitos/macrofago). As leishmanias sempre fortihzagdas para os experimentos
quando as culturas estavam na fase estacionare ®iat 7 dias, apresentando formas
infectantes promastigotas metaciclicas.

Para a utilizacdo nos experimentos, as leishmamas centrifugadas por 20
min a 4.000g, o sobrenadante descartado e os foaresssuspensos em 1 ml de RPMI
1640 pH 7,2, com 10% de soro fetal bovino a 37°€lefshmanias eram quantificadas
em camara de Neubauer e diluidas em STF na prapded.:.25 para contagem. A

metodologia foi adaptada da técnica descrita paukiret al (2010).
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Obtencao dos macrofagos peritoneais

Os animais eram eutanasiados com, EMigienizados com alcool 70%. Era
feita uma pequena incisdo na regido central dorabd&o animal para exposicao da
cavidade peritoneal, onde eram injetados 10 mhtleastamponada com fosfato (STF)
gelada. O liquido recuperado do lavado peritonea eolocado em tubo de
polipropileno de fundo coénico, estéril e centrifdggpor 10 min a 2Gf) a 4°C. Apos a
centrifugacado, o sobrenadante era descartado@wasceram ressuspensas em 1 ml de
RPMI 1640 contendo 2,67 mL/L de bicarbonato desadr,5% (pH 7,2), a 37°C e sem
soro fetal bovino (SFB) (RPMI incompleto). Apdsliuicdo em 1:10 no corante vital
nigrosina 0,05% as células eram quantificadas rldlidade determinada em camara
de Neubauer. As células eram novamente suspensB$bh1640, pH 7,2 para serem

utilizadas nos experimentos (Muniz-Junqueira €1292).

indice de infeccéo dos macrofagos peritoneais pelaishmania amazonensis

ApOs o0s macrofagos peritoneais serem ressuspensbpsREMI 1640
incompleto, 2x1® macréfagos eram distribuidos por poco em placa 4lep&;os,
contendo laminulas de 13mm de diametro, num volfina de 500 pL. As células
eram incubadas por 2 h em camara umida, a 37°Cee5CQ em ar para permitir a
aderéncia dos macrofagos as laminulas. Apds essglpeos pocos eram lavados com
STF pH 7,2, a 37°C para a retirada das célulasngoeaderiram. Em seguida, para
avaliar o indice de infeccdo pelaishmania amazonensisram adicionados 2x30
parasitos em 500ul de RPMI 1640, pH 7,2, a 37°C @0 de soro fetal bovino
previamente inativado (RPMI completo). Para qumatif a aderéncia basal dos

macrofagos as laminulas, foram adicionados aped@sl e RPMI completo, sem as
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leishméanias. As placas eram incubadas em camaaemB7°C em 5% a G@m ar e
permitida a infeccdo dos macrofagos pelo tempo luar&s.

Em seguida as placas eram lavadas com 5ml de I3 para retirar 0s
parasitos que nao tinham infectado os macréfagosao estavam fortemente aderidos
as células, sendo a ultima lavagem com RPMI co¥h 80 SFB, para preservagado das
preparagdes. As preparacdes eram secas em ar gisegdas com metanol absoluto
(Vetec) e coradas com Giemsa (Dinamica, Sdo P8&8uésil) a 10% em tampao para
coloracdo por 10 minutos. Paralelamente, em ouitasas, ap0s a lavagem das
preparacdes, as células eram ressuspensas emdeOBPMI completo e incubadas em
camara umida a 37°C, em 5% de ;C&n ar, por 24 horas. Apdés as 24 horas de
incubacgdo, os pogos eram lavados 3 vezes com SBIFCa sendo a Ultima lavagem
com RPMI com 30% de SFB. Em seguida as laminulas) esecas em ar quente,
fixadas com metanol absoluto e coradas com Giem§&mem tampéo para coloracéo,
por 10 minutos.

As preparacbes de 6 h e 24 h foram montadas emndande vidro de
microscopia com resina sintética (Entellan®, MergSigma, St Louis, MO, USA) e
analisadas ao microscopio Optico em objetiva dex.1BOram contados 200 macréfagos
peritoneais por preparacdo em campos selecionssisr@gamente e calculado o indice
de infeccdo (IF) pela multiplicacdo da meédia desheianias interiorizadas e/ou
fortemente aderidas aos macrofagos peritoneais elorcédo de macréfagos que
estavam interagindo com o parasito. O protocolaé@ptado de Paula, 2003; Muniz-

Jungueira et al, 2008; Santos et 2009 e Macedo-Silva et al, 2011.
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Avaliacdo da producdo de peroxido de hidrogénio (#D2) pelos macrofagos

peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6.

Para avaliar a producéao de®3, utilizamos a técnica da oxidacédo do vermelho
de fenol na presenca de peroxidase.

Os macrofagos peritoneais eram coletados da cavidaetitoneal dos
camundongos BALB/c e C57BL/6, como descrito acimamantidas a 4°C até o
momento de utilizagcdo. Os macréfagos (1,5xHdam distribuidos em placas de 96
pocos de fundo chato, em duplicata, em 200ul de IRR&dmpleto. As placas eram
incubadas por 2 horas em camara Uumida, a 37°C eme528) em ar para permitir a
aderéncia dos macréfagos. Apos esse periodo, agagdes eram lavadas 2 vezes com
200u! de STF e em seguida, eram adicionados o 8540 Leishmania amazonensis
em 200ul de RPMI completo. As placas eram incubadasamara umida, a 37°C com
5% de CQem ar por 1 ou 6 h, inicialmente.

Para analise da producdo deQ4d na primeira hora, depois de decorrido a
primeira hora de incubacdo com as leihsmaniasseavacdes eram lavadas 3 vezes
com 200ul de STF a 37°C e era adicionado 140 ptampdo fosfato suplementado
com 55 mM de dextrose, 0,5 mM de vermelho de fend® unidades por mL de
peroxidase tipo Il (Sigma), e a placa era incubaozamente por mais 60 min em
camara Umida, a 37°C em ambiente com 5% dedbOar. Apds esse periodo, a reagéo
era interrompida pela adicdo de 10ul de NAOH 1Mne,seguida, a placa era lida em
espectrofotdmetro de placa (SpectramaXlus 384, Molecular Devices) com filtro de
620nm. Uma curva padrdo para quantificacdo d@.HMerck) era preparada nas
concentracdes de 100uM, 50uM, 25uM, 12,5 uM, 6,2582uM, 1,56uM e OuM

com vermelho de fenol acrescido de peroxidaselkipo
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Para andlise dos outros tempos de 6 e 24 h, asasptsam incubadas com as
leishméanias por 6 horas, e apds esse periodocagagdes eram lavadas 3 vezes com
200uL de STF a 37°C. Para as placas nas quaisnalisago o tempo de 6 h, era
adicionado 140ul tampéao fosfato suplementado camiy de dextrose, 0,5 mM de
vermelho de fenol e 19 unidades por mL de perogidgs Il (Sigma) e incubada
novamente por mais 60 min e procedia-se a detegdmneo peréxido de hidrogénio
como descrito acima.

Paralelamente, para analise do tempo de 24 h,aajmasibacdo por 6 h com as
leishméanias e a lavagem das preparacdes, eraratici@00 pul de RPMI completo e as
placas eram incubadas a 37°C em camara umida coe52€©2 em ar por mais 24
horas. Apds esse periodo de incubacéo as placadaradas, era adicionado 140uL de
tampéao fosfato sob as condicdes citadas acimaeteaninacdo do D, era realizada
como descrito acima ap0s 60 min de incubacdo. M&igd adaptada das técnicas

descritas em Pick, 1981.

Avaliacdo da producédo de oOxido nitrico (NO) pelos acrofagos peritoneais de

camundongos BALB/c e C57BL/6.

Para determinacdo do NO foi utilizado o sobrenadalals mesmas culturas
gue estavam sendo feitas para avaliagao da prodiacBgO,. Em cada um dos tempos
avaliados, 1, 6 e 24 horas, os sobrenadantes eftaados dos poc¢os, colocados em
microtubos e centrifugados a 14000 RPM, por 10 toswpara que as leishméanias
precipitassem no fundo do tubo. Apds a centrifugagéra retirado 100ul do
sobrenadante e colocado em placas de 96 escavdgdasdo chato, era adicionado

100pI de solucéo de Greiss [composta de partessigaasulfanilamida 2% emsAO, a
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5% e NEED (N-1-naphtylethylenediamine) 0,2%]. Apti® minutos, a leitura das
placas era feita em espectrofotometro (SpectraimRixis 384, Molecular Devices) em
comprimento de onda de 540 nm. A curva padrdoesta ¢om nitrito diluido no meio
de cultura das células nas concentra¢cdes dgM,0B0uM, 25uM, 12,54M, 6,25.M,

3,12uM, 1,56uM e QuM. Metodologia adaptada da técnica de Green &08&ll.

Curva de crescimentoin vitro das leishmaniasrecuperadas dos macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6 apOsfetcaoin vitro com o0s

parasitos

Macréfagos peritoneais (2x3)0 obtidos como descrito anteriormente, eram
distribuidos em placas de 24 pocos, em 500ul de IRfR¥dmpleto e incubados por 2
horas em camara Umida, a 37°C em 5% de &€@® ar, para permitir a aderéncia dos
macréfagos as laminulas. Apos esse periodo, aspmyam lavados com 1ml de STF,
pH 7,2 a 37°C para a retirada das células que dadram. Em seguida, 2x10
Leishmania amazonensism 500ul de RPMI completo a 37°C, eram adicion&uas
cada poco e os macrofagos e as leishmanias eraaithes em cadmara umida, a 37°C
em 5% a C@em ar por 6 horas. Apds esse tempo, 0s pogoslavaios com 5 ml de
STF a 37°C, para retirar os parasitos nado inteados/ou fortemente aderidos aos
macrofagos e, adicionado 500ul de RPMI completovamente, a placa era incubada
em camara umida a 37°C, em 5% de €@ ar, por 24 horas.

Apébs 24 horas de incubacdo, o meio de culturarecado adicionando 1 mL
de meio Schneider (Sigma) incrementado com 20%oude fstal bovino e 40pg/ml de
gentamicina, pH 6,7 e as placas eram incubada®G& @@ um periodo de 10 dias. Este

meio com pH baixo mantido a 2B elimina os macrofagos das culturas e é adequado
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para o crescimento das leishmanias. Diariamenteetirada uma aliquota de [0 de
cada escavacdo para quantificar o crescimento alsilsmanias recuperadas apos a
infeccdo dos macréfagos peritoneais das duas kamsage camundongos estudadas. A
quantificacdo das leishmanias foi feita em camasaNdubauer. Esta técnica foi

realizada conforme descrito por Khouri et al, 2010.

Numero de macrofagos aderidos as laminulas apos B4le incubacgéo

Para esclarecer se a infeccdo com a leishmanigenidéena sobrevida dos
macrofagos, foi calculado o numero de macréfagos permaneciam aderidos a
laminula apds 24 h de incubacdo com os parasisiss Eestes foram feitos juntamente
com o0 ensaio da taxa de infeccdo. Os procedimgrdms obtencdo dos macréfagos
aderidos eram os mesmos para determinacdo dag¢améedcdo, como acima descrito.

O nuamero de células aderidas era quantificado @ da area da laminula.
Estas técnicas foram adaptadas de Paula, 2003zMungueira et al, 2008 e Alvarez-

Rueda et al, 2009.

Analise estatistica

As analises estatisticas foram feitas empregando-ggograma Prism®
Software Package (GraphPad, USA, 2005).

Antes da aplicagdo dos testes estatisticos fdicata a normalidade ou nédo e
a variancia das variaveis das amostras. A nornd#iddas variaveis foi analisada
empregando-se o teste Kolmogorov-Smirnov. Para acagfo entre duas varidveis
com distribuicdo normal foi utilizado o teste tiann-Whitney. Para comparacao de 3

ou mais grupos foram utilizados os testes ANOVAuskmg do teste de Student-
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Newman-Keuls para comparacfes multiplas entre aisiveds para os dados com
distribuicdo normal. Para comparacao das amostrasngo apresentaram distribuicdo
normal foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, s&p pelo método de Dunn para
comparacao entre as variaveis.

As diferencas entre as variaveis comparadas foamideradas significantes
quando a probabilidade bi-caudal da sua ocorréevéda ao acaso (erro tipo I) foi
menor que 5% (p<0,05). Os dados foram expressdgarente como medianas,

quartis e extremos.
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RESULTADOS
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1 . INDICE DE INFECCAO

1.1 Avaliacdo in vitro da cinética da interiorizacdo das leishméanias pelos
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c (susbeeis) nas primeiras 24h
de incubacéo.

Para avaliar a capacidade de interiorizacaoLeéahmania amazonengielos
macrofagos peritoneais de camundongos suscetivefecgao quantificamos o indice
de infeccdo, a porcentagem de macrofagos infect@dosimero de leishmanias
interiorizadas apés 6h e 24h de incubacéo dos ffago® com as leishmaniasvitro.

Observamos um aumento na porcentagem de macrofagtisipando da
interiorizacdo dad.. amazonensi$44,5) apds 24 h de incubacdo, que foi 1,2 vezes
maior quando comparado com as primeiras 6 horascdéacao (36,5) (p=0,05, teste
t). Porém, tanto o indice de infeccéo (p=0,28etelst Wilcoxon) quanto o numero de
leishmanias interiorizadas por macréfago (p=0,&8tet de Wilcoxon) permaneceram

inalterados apos 6 e 24 horas de interacdo (FR)ura
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Figura 2: Avaliagdo do indice de infeccdo dos macrofagostgerais de camundongos BALB/c
infectadosn vitro comL. amazonensiapds 6h e 24h de incubagéo. Os resultados foranessos como
medianas, quartis e extremds. numero médio de leishmanias interiorizadas paeréiago apds 6h e
24h de infeccao; p=0,10, teste de WilcoxBnPorcentagem de macrofagos infectados, p=0,0&, e
indice de infecgdo dos macrofagos apos 6h e 24imfdecdo comL. amazonensisp=0,28, teste de
Wilcoxon.
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1.2 Avaliacdo in vitro da cinética da interiorizacdo das leishmanias pedo
macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 (regentes) nas primeiras 24h
de incubacéo.

Para analisar a cinética de interiorizacdo dadr®sias pelos macréfagos
peritoneais de camundongos resistentes a infedfiimmos o mesmo procedimento
descrito no tépico anterior.

Semelhante ao observado para os macrofagos dosiarsuscetiveis, houve
1,4 vezes mais células participando da fagocitpgs @4 horas de incubacao (42) do
que nas primeiras 6 horas (29,5) (p=0,03, testrdgulo). Porém, resposta oposta foi
observada para o numero de particulas interiorizadam diminuicdo de 5 para 3
leishméanias por macrofago apés 24 h (p= 0,05 wstWilcoxon), fazendo com que
nao houvesse alteracdo na resultante final dodrakcinfeccdo entre os dois tempos

avaliados (116 para 6 h e 154,1 para 24h; p=0g3€ tle Wilcoxon). Figura 3.
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Figura 3: Avaliagdo do indice de infeccdo dos macrofagostqezais de camundongos C57BL/6
infectadosn vitro comL. amazonensiapds 6h e 24h de incubac&0s resultados foram expressos como
medianas, quartis e extremos. A: nUmero médio idarignias interiorizadas por macréfago apés 6h e
24h de infeccédo; p=0,05, Wilxocon. B: Porcentagenmécrofagos infectados apds 6h e 24h de infec¢éo;
p=0,03, teste t pareado. C: indice de infeccdo rdasréfagos ap6s 6h e 24h de infeccdo dom
amazonensj9=0,55, teste de Wilcoxon.
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1.3 Comparacao entre o indice de infeccda vitro dos macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c (suscetiveis) e C57BL/6 (resistes) para Leishmania
amazonensis nas primeiras 6h de incubacao.

Com o objetivo de identificar possiveis diferencaa capacidade de
interiorizacdo das leishmanias entre modelos swetete resistentes, nas primeiras
horas de contato, comparamos o indice de infecg®o ntacrofagos de ambas as
linhagens estudadas nas primeiras 6 horas de &decc

N&o houve diferenca estatistica em nenhum dos pamdsnanalisados. O
namero de parasitos interiorizados pelos macrofdgescamundongos BALB/c foi de
5,75 enquanto a mediana para os camundongos C57@L36p=0,52, teste de Mann-
Whitney). Para o indice de infec¢cdo, as medianassaptadas foram de 245,3 para
BALB/c e 116 para os C57BL/6 (p=0,39, teste de Mdiritney). Para a porcentagem
de macroéfagos peritoneais envolvidos na interigipadel.. amazonensjsas diferentes
linhagens também apresentaram medianas semelha@ggara o BALB/c e 29,5 para

o C57BL/6 (p=0,19, teste t). Figura 4.
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Figura 4: Comparacgdo do indice de infeccado dos Gfeguos peritoneais de camundongos BALB/c e
C57BL/6 infectadosn vitro com L. amazonensigpds 6 h de infeccdo. Os resultados foram exmesso
como medianas, quartis e extremds.nimero médio de leishménias interiorizadas parréfago apés
6h de infeccdo; p=0,52, teste de Mann-WhitrigyPorcentagem de macréfagos infectados apo6s 6h de
infeccéo; p=0,19, teste de Mann-Whitn€y.indice de infec¢cdo dos macréfagos apds 6h degatecom
L. amazonensj$=0,39, teste t.

36



1.4 Comparacao entre o indice de infeccda vitro dos macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c (suscetiveis) e C57BL/6 (resistes) para Leishmania
amazonensis apos 24h de incubacao.

N&o observamos diferenca estatistica no indicafdegdo dos macrofagos dos

camundongos suscetiveis ou resistentes pelas @sasnapos 24 h de incubacédo.
Figura 5.
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Figura 5: Comparacdo do indice de infeccdo dos macréfagasompeais de camundongos
BALB/c e C57BL/6 infectado# vitro comL. amazonensiapés 24 h de infecca@s resultados foram
expressos como medianas, quartis e extrerAosnimero médio de leishmanias interiorizadas por
macrofago peritoneal de BALB/c e C57BL/6 ap6s 2éhirdeccao; p=0,19, teste de Mann-WhitnBy.
Porcentagem de macrofagos infectados, p=0,99,tt&3téndice de infeccdo dos macrofagos apos 24h de
incubacgdo com.. amazonensj$=0,28, teste de Mann-Whitney.
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2- Curva de crescimento dad.eishmania amazonensis recuperadas dos
macrofagos de camundongos resistentes (C57BL/6) suscetiveis (BALB/c) apos
infeccéo.

Para avaliar se havia diferenga na capacidade loiditla entre os macréfagos

peritoneais dos camundongos suscetiveis (BALB/cYyesistentes (C57BL/6), o
crescimento das leishménias recuperadas dos mgostégos 24h da interiorizacédo foi
avaliado pela quantificacdo do crescimento dashhe@sias em culturan vitro
acompanhada por 10 dias.

Observamos um retardo no crescimento das leishméaeeuperadas dos
camundongos resistentes a infeccao (C57BL/6) eatdel aquelas recuperadas dos
macrofagos dos animais suscetiveis (BALB/c). Hotarabém um menor namero de
leishméanias nas culturas, que foi estatisticamgigt@ficante a partir do quarto dia em
cultura, sendo as medianas do nimero de parasimsparados/ml de 8,15x10
parasitos/ml para os animais resistentes e de 1®dt@ os suscetiveis, no quarto dia
(teste t, p=0,01). Figura 6.

Do quarto ao décimo dia houve um aumento exponemcianimero de
leishménias no meio de cultura dos macréfagos goexrdtis dos camundongos
suscetiveis, enquanto que no meio onde havia nzasfperitoneais de camundongos

resistentes o aumento foi significativamente meRigura 6 e Tabela 2.
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Tabela 2Medianas (extremos) do nimeroldeamazonensisrescendo em cultura

in vitro apds serem recuperadas dos macrofagos peritaleeezsmundongos BALB/c e
C57BL/6 em cultura por 24h.

Numero de L. amazonensis crescendo em cultura in vitro
apos serem recuperadas dos macréfagos peritoneais

Medianas
(extremos)
Dia BALB/c C57BL/6 p
94411 22500
Primeiro (0,0-235000) (0,0-150000) 0,1474 ns (teste t)
1,89E+006 57500 0,1494 ns
Segundo (0,0- 4,48E+006) (0,0- 1,87E+006) (Mann-Whitney)
7,41+006 302500 0,0913 ns
Terceiro (0,0 - 3,26E+007) (0,0 - 1,08E+006) (Mann-whitney)
1,92E+007 815000 0,016 *
Quarto (362500 - 7,32E+007) (5000 - 2,49E+006) (Mann-Whitney)
5,53E+007 2.18E+006 0,0022 **
Quinto (1,76E+006-9,70+007) (766667 - 5,13E+006) (Mann-Whitney)
6,23E+007 3,40E+006 <0.0001 ***
Sexto (1,27E+007-1,2E+008) (310000-1,250E+007) (Mann-Whitney)
7,01E+007 4,81E+006 0,0003 ***
Sétimo (1,88E+007-1,30E+008) (585000-3,43E+007) (Mann-Whitney)
7,46E+007 3.69E+006 0,0006 ***
Oitavo (3,3E+0,007- 1,17E+008) (710000-6,65E+007) (Mann-Whitney)
5,31E+007 4,00E+006 0,0274 *
Nono (3,563E+007-1,19E+008) (1,17E+006-7,37E+007) (Mann-Whitney)
3,83E+007 2.07E+006 0,0236 *
Décimo (4,62E+006 - 6,425+007) (560000-4,65E+007) (Mann-Whitney)
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Figura 6:Curva de crescimento deeishmania amazonensiscuperadas de macr6fagos peritoneais de
camundongos resistentes (C57BL/6) e suscetiveid BBA apos infeccdo. A partir do 4° dia houve um

aumento no crescimento de leishmanias recuperadasnatrofagos de camundongos suscetiveis
(BALB/c) muito maior quando comparado com o aumeadaocrescimento de leishmanias recuperadas
dos macréfagos de camundongos resistentes (C57.BIL€6)e t (dia 1) e Mann-Whitney para os outros
dias. Valores de p descritos na Tabela 2.
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3- TAXA DE ADERENCIA

Para verificar se 0 numero de leishméanias crescentaultura apds serem
recuperados dos macréfagos devia-se a um menor rouchestas células que
permaneciam aderidas apés 24 h de incubacdo, ficemids o nimero de macréfagos
que permaneceram aderidos na lamina apés as 24hliema, na presenca ou nao das

leishmanias.

3.1 Comparacdo entre a quantidade de macréfagos pemeais de camundongos
BALB/c (suscetiveis) aderidos a laminula apos 24 tas de incubagdo na presenca

ou ndo delL. amazonenss.

N&o houve diferencas estatisticas na quantidadenaeréfagos que
permaneceram aderidos as laminulas quando compaisTgue foram desafiados com
as leishmanias e os que nao foram desafiados dmosn2 cultura para os macréfagos

dos camundongos BALB/c (Teste t, p=0,27). Figura 7.
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Figura 7: Comparagédo entre quantidade de macrofaga®neais de camundongos BALB/c infectados

ou ndo peld.. amazonensigue permaneceram aderidos a laminulas apés 24ifcdeacdo. Teste t,
p=0,27.

3.2 Comparacao entre a quantidade de macréfagos pEmeais de camundongos
C57BL/6 (resistentes) aderidos a laminula apds 24fas de incubacéo na presenca

ou ndo delL. amazonenss.

Para os camundongos resistentes (C57BL/6), a needian quantidade de
macrofagos aderidos a laminula que ndo foram dekafi com a leishmania foi
significativamente maior do que a mediana da cemaglagueles macréfagos que

foram infectados com o parasito (p=0,01, test€igura 8.
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Figura 8: Comparacéo entre quantidade de macrofagrit®neais de camundongos C57BL/6 aderidos a

laminulas infectados ou ndo pélaamazonensisTeste t, p=0,01.

3.3 Comparacdo entre a quantidade de macréfagos pemeais de camundongos
C57BL/6 (resistentes) e BALB/c (suscetiveis) adend a laminula ap6s 24 horas de

incubagao senl. amazonensis.

Para saber se havia diferencas na quantidade fasahuséncia de
leishméanias) de macréfagos que permaneceram agexiteminula apés 24h entre as
linhagens, comparamos a quantidade de macrofagooneais de camundongos
BALB/c e C57BL/6 aderidos, que tinham permanecidoogltura, mas na auséncia de
leishméanias. Nao houve diferencas estatisticasuaatiativo de macréfagos aderidos
obtidos de camundongos BALB/c ou dos camundongo&8BCHs (p=0,63; Teste t.).

Figura 9.
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Figura 9: Comparacdo entre a quantidade de maa®fqgritoneais de camundongos C57BL/6

(resistentes) e BALBJ/c (suscetivel) aderidos apbs e incubacéo, na auséncia Hasmazonensis

Teste t, p=0,63.

3.4 Comparacao entre a quantidade de macréfagos pEmeais de camundongos
C57BL/6 (resistentes) e BALB/c (suscetiveis) adend a laminula apds 24 horas de

incubag&ao comL. amazonensis.

Nao houve diferenca significativa no quantitative délulas aderidas entre
macrofagos peritoneais de camundongos resisteDEB(/6) e suscetiveis (BALB/c)

quando infectados com leishméanias (p=0,14, teskegiira 10.
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Figura 10: Comparacdo entre a quantidade de mac®fperitoneais de camundongos C57BL/6
(resistentes) e BALB/c (suscetivel) aderidos a faai apos 24 h de incubacdo camamazonensis
Teste t, p=0,14.

4- OXIDO NITRICO

O oxido nitrico foi determinado para estimar a cagmde de producédo de

moléculas microbicidas pelos macrofagos dos dodehos estudados.

4.1 Caracterizacdo da cinética da producdo basal déxido nitrico pelos

macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c em §4

Nas primeiras 24 h de incubacdo dos macrofagos esio rde cultura
observamos um aumento gradual, estatisticamenitgfisignte, da producdo do NO
pelos macrofagos peritoneais dos camundongos BAl€ftdo a mediana de 1,33uM
na primeira hora, de 2,14 uM, apos 6 h de incubagd® 2,02 UM, com 24 h (p<0,05;
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo método de rDpara comparacdes mudltiplas,
6h>1h; 24h >1h) (Figura 11).
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Figura 11. Cinética da produgdo basal de 6xido nitrico pelasrdfagos peritoneais de camundongos
BALB/c (suscetiveis) em 24 h. Os macrofagos peeidimde 14 camundongos suscetiveis BALB/c foram
incubadas na auséncia de leishmania por 1h, 6h.e@4xido nitrico foi determinado pela presenca de
nitrito no sobrenadante das culturas utilizandeagente de Griess. Os dados foram expressos como
medianas, quartis e extremos. Teste de Kruskali§ValF0,003seguido pelo método de Dunn para
comparacdes mdltiplas 24h e 6h > 1h (p<0,05).

4.2 Influéncia da infeccdo peldeishmania amazonensis na cinética de producéo do
oxido nitrico em 24h pelos macréfagos peritoneaiseccamundongos BALBI/c.

Quando aseishmania amazonendmam colocas na cultura, houve aumento da
producdo do NO pelos macrofagos peritoneais dosumdomgos suscetiveis nas
primeiras 6 horas de incubacdo. Entretanto, howvmalizacdo da producdo do NO
apos 24 horas de incubacdo na presenca do pal@sitealores das medianas para 0s
tempos analisados foram de 0,87 uM na primeira, ith8auM no tempo de 6 horas e
em 24 horas 1,11 uM (p<0,05; ANOVA, seguido pekigale multiplas comparacdes

Newman-Keuls; 1h <6h>24h) (figura 12).

46



BALB/c

10
8-
S
26 p<0,05 p<0,05
o 5 6- o
o c
= R
Z G
g5 « -
X
~o -
2- |
0 ] ) i
1h 6h 24h
tempo

Figura 12: Influéncia da infeccéo pelaishmania amazonengis cinética de producéo do 6xido nitrico
em 24h pelos macrofagos peritoneais de camundomydsB/c. Macréfagos peritoneais de 14
camundongos suscetiveis BALB/c foram incubadosraagnc¢a de leishméania por 1h, 6h e 24h. O 6xido
nitrico foi determinado pela presenca de nitritosebrenadante das culturas utilizando o reagente de
Griess. Os dados foram expressos como medianagisgei@xtremos. ANOVA, p=0,027 , seguido do
teste de Student Newman-Keuls para miltiplas coagdas,—del<6>24 horas (p<0,05).

4.3 Comparacdo entre a producdo de o6xido nitrico Isal e estimulada pelal.

amazonensis pelos macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c

Comparando-se as medianas da producédo de NO petosfagos peritoneais
dos camundongos suscetiveis infectados in vitradmcomLeishmania amazonensis
observamos que até 6 h ndo houve diferenca emtredacdo basal e estimulada pela
leishméanias, mas que apo0s 24 horas de incubacdmaosdfagos infectados néo
conseguiram manter a producdo do NO, produzindoom8l© do que os macréfagos
nao infectados no mesmo tempo, sendo as mediandsldegM e 2,27uM para

infectados ou nao, respectivamente (p=0,02; te¢kegura 13).
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Figura 13:Comparacéo entre a producéo de 6xido nitrico leasatimulada pelos macrofagos peritoneais
infectados ou ndo corheishmania amazonensi©s macrofagos peritoneais de 14 camundongos
susceptiveis BALB/c foram incubados na presencadmude leishménia. O éxido nitrico foi dosado pela
presenca de nitrito no sobrenadante utilizandoc&olude Griess. Os dados foram expressos como
medianas, quartis e extremos. Teste t, p=0,02.

4.4 Caracterizacdo da cinética da producdo basal déxido nitrico pelos

macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 em B4

Observamos um aumento gradativo nas primeiras & hincubacdo da
producdo basal de NO pelos macrofagos peritoneass camundongos resistentes
C57BL/6. Porém, o aumento so foi estatisticameigi@fecante no tempo de 24 horas,
sendo a mediana da producédo do NO de 1,17 uM neejpai hora e de 2,01 uM apos
24 h (p=0,03), ANOVA, seguido pelo teste de mudisplcomparacdes de Student-

Newman-Keuls, 24h>1h; p>0,05) (Figura 14).
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Figura 14: Cinética de producdo basal de dxidacnitpelos macréfagos peritoneais de camundongos
C57BL/6 em 24 h. Os macrofagos peritoneais de h8indongos resistentes C57BL/6 foram incubados
na auséncia de leishmania por 1h, 6h e 24h. O Gxidico foi determinado pela presenca de nitribo n
sobrenadante das culturas utilizando o reagentériass. Os dados foram expressos como medianas,
quartis e extremos. ANOVA, P=0,03, seguido pelaeteStudent Newman-Keuls para mudltiplas
comparacdes. 24 h>1h (p=0,05).

4.5 Influéncia da infeccdo peld.eishmania amazonensis na cinética de producdo do

oxido nitrico em 24h pelos macréfagos peritoneaiseccamundongos C57BL/6.

Na presenca ddeishmania amazonensi®s macrofagos peritoneais de
camundongos C57BL/6 resistentes apresentaram urengorgradativo na producéo do
NO em 24 horas de incubag&o. A mediana da prodigddO na primeira hora foi de
0,72 uM, na sexta hora, 1,01uM e em 24 horas,&% UM (p=0,032), Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de multiplas comparacdes NevKearls, 24h >1h e 6h) (Figura

15).

49



C57BL6

10+
8- p<0,05
s
R
*g % 64 p<0,05
L S
.
s 8 _
X J
O
2_ | l
1
0 T T T
1h 6h 24h

tempo

Figura 15: Influéncia da infeccéo pélaishmania amazonensis cinética de producdo do éxido nitrico
em 24h pelos macréfagos peritoneais de camundo@§@8L/6. Os macréfagos peritoneais de 13
camundongos resistentes C57BL/6 foram incubadg@sesenca de leishmania por 1h, 6h e 24h. O 6xido
nitrico foi determinado pela presenca de nitritosebrenadante das culturas utilizando o reagente de
Griess. Os dados foram expressos como medianasisggi@xtremos. ANOVA, p=0,032, seguido pelo
teste de Student Newman-Keuls para multiplas coagdass, p=0,03, 24 h >1h e 6h; (p<0,05).

4.6 Comparacdo entre a producdo de Oxido nitrico lsal e estimulada pelal.

amazonensis pelos macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/

N&o houve alteracdo significante na producdo de példs macréfagos

peritoneais de camundongos C57BL/6 na presencasgneia dd.. amazonensjsnas

primeiras 24 h em cultura (p> 0,05, teste t) (FagLs).
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Figura 16: Comparacéao entre a producédo de oxidiombasal e estimulada pelos macréfagos periteneai
de camundongos C57BL/6 infectados ou ndo ¢ommazonensisOs macréfagos peritoneais de 13
camundongos resistentes C57BL/6 foram incubad@sasenca ou ndo de leishménia. O 6xido nitrico foi
determinado pela presencga de nitrito no sobrenadias culturas utilizando reagente de Griess. @ssda
foram expressos como medianas, quartis e extreresg t, p>0,05.

4.7 Comparacgdo da cinética da producao basal deidwr nitrico pelos macréfagos

peritoneais entre os camundongos BALB/c e C57BL/Gas primeiras 24 h.

N&o houve diferenca na cinética da producdo bas&l@ nas primeiras 24 h
de incubacdo pelos macréfagos peritoneais dos aongos suscetiveis BALB/c
(1h=1,33 uM; 6h=2,14 uM e 24h=2,02 uM) em relacd® @amundongos resistentes
C57BL/6 (1h=1,17 pM; 6h=1,89 e 24h=2,01 pM). Housmemento gradativo
semelhante na producéo basal do NO pelos macrofegideneais dos dois modelos de

camundongos para infeccao pela leishmania (p>@8te t). Figura 17.
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BALB/c versus C57BL6
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Figura 17: Comparacdo da cinética da producéo lolesakido nitrico pelos macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c e C57BL/6 24 h. Os macrofagostgeais de 13 camundongos resistentes
C57BL/6 e suscetiveis BALB/c foram incubadas naémas de leishméania. O 6xido nitrico foi
determinado pela presencga de nitrito no sobrenadias culturas utilizando reagente de Griess. @ssda
foram expressos como medianas, quartis e extreB®8ALB/c e C= C57BL/6. Teste t, p>0,05 para

todos os tempos.

4.8 Comparacdo da cinética de producdo de Oxido nito pelos macrofagos
peritoneais estimulados pelalL. amazonensis entre camundongos BALB/c e
C57BL/6 em 24 h.

Observamos que o0s camundongos suscetiveis BALR/c i)
aumentaram a producao do NO mais precocementeelogjoamundongos resistentes
C57BL/6 (1 pM), sendo a diferenca ja detectada 6bm(p=0,03, teste t). Entretanto,
diferentemente da resposta dos camundongos resst&b7BL/6, que aumentam

progressivamente a producdo do NO nas primeiras &Htamundongos suscetiveis
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BALB/c, ndo sustentaram a produgcdo do NO apos messedo de incubacéa vitro
com as leishméanias, apresentando concentracdo memND do que os macréfagos dos
camundongos C57BL/6 no mesmo periodo (1,1 uM palzB&: apds 24hversusl,82

UM para C57BL/6 ap6s 24h) Teste t, p=0,04. Fid&a

BALB/C versus C57BL6
L. amazonensis
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Figura 18: Comparacdo da cinética de producdo de 6xido nifppielos macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados pklaamazonensisOs macréfagos peritoneais de 13
camundongos resistentes C57BL6 ou suscetiveis BAfdAm incubadas na presenca de leishméania. O
Oxido nitrico foi determinado pela presenca detaitto sobrenadante das culturas utilizando reagast
Griess. Os dados foram expressos como medianasisquaxtremos. B= BALB/c e C= C57BL6. Teste t

, p=0,03 para o tempo de 6 horas e p=0,04 panapotele 24 horas.
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5- PRODUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO
O peroxido de hidrogénio foi determinado para emtim capacidade de

producdo de moléculas microbicidas pelos macréfdgesiois modelos estudados.

5.1 Cinética de producdo basal de perdéxido de hidgénio pelos macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c, nas primeiras 24oras.

N&o houve diferenca na producdo basal de peroxadidrogénio pelos
macroéfagos peritoneais dos camundongos BALB/c,sgioesuscetiveis a infeccédo pela

leishméania, nas primeiras 24 h de incubacéo (pafe8iteste de ANOVA). Figura 19.
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Figura 19: Cinética de producdo basal de perodxidohidirogénio pelos macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c, suscetiveis kBeishmania amazonensisMacréfagos peritoneais de 14
camundongos suscetiveis foram incubados na auséadeshmania por 1h, 6h e 24h e a producado do
peréxido de hidrogénio foi determinada em cultueta ppxidacao do vermelho de fenol na presenca de
peroxidase. Os dados foram expressos como medjaagdis e extremos. ANOVA, p=0,31.
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5.2 Influéncia da infeccdo pela Leishmania amazonensis na produgdo de
peréxido de hidrogénio pelos macréfagos peritoneaide camundongos BALBI/c,

nas primeiras 24h de incubacéao.

Quando os macréfagos peritoneais foram desafiados a Leishmania
amazonensjsin vitro, houve um aumento significativo na producdo ded»pdo de
hidrogénio apdés 6 horas de incubagdo. Sendo quediana aumentou de 2,97 uM
H,0,/1.5x1d macréfagos peritoneais/h na primeira hora para p@ H0,/1.5x1d
macréfagos peritoneais/h ap6s 6 h de incubacéda{@#0pelo teste de Krusal-Wallis,
seguido pelo teste de multiplas comparacdes de )D& modificando até 24 horas

de incubacao (3,56 pM2B,/1.5x1d macréfagos peritoneais/h). Figura 10.
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Figura 20: Influéncia da infeccdo par amazonensisia producdo de perdxido de hidrogénio por
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c. Osrdfegos peritoneais de 14 camundongos
suscetiveis foram incubados na presenca de leisaman 1h, 6h e 24h e a producédo de peréxido de
hidrogénio foi determinada pela oxidacéo do vermelé fenol no sobrenadante das culturas na presenca
de peroxidase. Os dados foram expressos como raedjaartis e extremos. Teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de miltiplas comparacdes de,[u#th007, 6 h>1h.
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5.3 Comparagdo entre a cinética de producdo de peido de hidrogénio basal e
estimulada pelal. amazonensis, pelos macréfagos peritoneais de camundongos

BALB/C durante as primeiras 24h de incubacao.

A cinética da producdo de perdxido de hidrogénitogpenacréfagos dos
camundongos BALB/c durante 24 h foi diferente sed&slas foram desafiadas pela
leishménia ou ndo. N&o observamos alteragcao mugéio basal do 0, com o tempo,
mas 0s macrofagos dos animais desafiadastro com alL. amazonensiproduziram
mais peréxido de hidrogénio do que os animais m&afthdos, no tempo de 6h (2,85
UM H,O,/1.5x1¢ macréfagos peritoneais/h para os macréfagos pedts n&o
infectados com o parasito e 3,62 uMC1.5x10 macréfagos peritoneais/h para os

macrofagos infectados ha 6 h) (p= 0,004, teste aenM\Vhitney). Figura 21.
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Figura 21: Comparacéo da cinética da producéo bl@speréxido de hidrogénio e da estimulada pela
amazonensjspelos macréfagos peritoneais de camundongos B@L&8irante as primeiras 24h de
incubacdo. Os macrofagos peritoneais de 14 camgodosusceptiveis incubados na presenga ou
auséncia de leishmania por 1h, 6h e 24h. O peréd@bidrogénio foi determinado pela oxidacdo do
vermelho de fenol na presenca de peroxidase. Oesdimiam expressos como mediana, quartis e
extremos. Teste de Mann-Whitney, p=0,004, Leislasabap6s 6 horas de incubacéo.
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5.4 Cinética da producdo basal de peroxido de hidg&nio por macrofagos
peritoneais de camundongos C57BL/6 nas primeiras 2¥bras.

N&ao houve diferenca na producdo basal de peréxeldiidrogénio pelos
macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6steedes &.. amazonensjsnas

primeiras 24 horas de incubagéaovitro (p=0,70; teste Kruskal-Wallis). Figura 22.
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Figura 22: Cinética da producédo basal de peréxido de hidrog@elos macréfagos peritoneais de
camundongos C57BL/6, resistentes a infeccdoLpmhmania amazonensi®s macréfagos peritoneais
de 14 camundongos resistentes C57BL/6 foram in@msad auséncia leishménia por 1h, 6h e 24h e a
producdo de perdxido de hidrogénio foi determinpdpoxida¢do do vermelho de fenol na presenca de
peroxidase. Os dados foram expressos como medipiatis e extremos. Teste de Kruskal-Wallis,

p=0,70.
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5.5 Influéncia da infeccdo pelalLeishmania amazonensis na producao de
peréxido de hidrogénio por macréfagos peritoneaiselcamundongos C57BL/6, nas

primeiras 24h de incubacgéo.

O desafio dos macrofagds vitro com as leishmanias ndo modificou a
producdo do perdxido de hidrogénio nas primeiraR 2#n cultura nos animais

naturalmente resistentes ao parasito (p=0,72; deskguskal-Wallis). Figura 23.

C57BL6

154
=
=
o
= .2 104
«@ 2
©5
S5 R ’
T8
o £
T ®©
S5 o ——
S
& —T

—
0 T T

1h 6h 24h
tempo

Figura 23:Influéncia da infeccdo peld. amazonensi®ia producdo de perdxido de hidrogénio por
macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6. @srGfagos peritoneais de 14 camundongos
resistentes C57BL/6 foram incubados na presenglaninia por 1h, 6h e 24h e o peroxido de hidrogénio
foi determinado por oxidacdo do vermelho de fermopresenca de peroxidase. Os dados foram expressos
como mediana, quartis e extremos. Teste de Kristedlis (p=0,72).
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5.6 Comparacédo entre a cinética da producdo basal e dsstimulada pelalL.
amazonensis de peréxido de hidrogénio, pelos macrofagos peribeais de

camundongos C57BL/6 durante as primeiras 24h de inbacao.

N&o houve diferenca na cinética da producdo dexjukrde hidrogénio na
auséncia ou na presenca daishmania amazonensipelos macrofagos dos
camundongos C57BL/6, que sdo naturalmente ressteninfeccao (p> 0,05, teste t

para 1 h, e Mann-Whitney para 6 e 24h). Figura 24.
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Figura 24. Comparacao da cinética da producéol leasatimulada de perdxido de hidrogénio pelos
macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6tades peld_eishmania amazonensis in vitros
macréfagos peritoneais de 14 camundongos resistédotam incubados na presenca ou auséncia
leishménia por 1h, 6h e 24h de incubacdo e o mwée hidrogénio foi determinado por oxidacdo do
vermelho de fenol na presenca de peroxidase. @ssdibram expressos como mediana, quartis e
extremos. Teste t em 1h e Mann-Whitney em 6h e.24h)
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5.7 Comparacgédo da producdo basal de peroxido de hidrog® por macrofagos

peritoneais entre camundongos BALB/c e C57BL/6 endzhoras.

Com o intuito de identificar possiveis diferencas producdo de peroxido de
hidrogénio entre os modelos susceptivel e resestaninfeccdo pela leishmania,
comparamos a producdo basal deste radical pelogéfagos peritoneais dos
camundongos C57BL/6 e BALB/c durante 24h em cult@bservamos que h4 uma
maior producdo do radical desde a primeira horaspehacrofagos dos animais
resistentes (C57BL/@p=0,01, teste t). Observamos que os macréfagi®pesis dos
camundongos C57BL/6 possuem um nivel basal maigadde de perdxido de
hidrogénio do que os camundongos BALB/c, pois agdodo tempo, ndo houve
decaimento da concentracdo pelos macréfagos doandamgos resistentes e nem
aumento da concentracdo pelos macrofagos dos camywsl BALB/c (p=0,01, teste

t). Figura 25.
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Figura 25: Comparacdo da producédo basal de perdedoidrogénio pelos macrofagos peritoneais de

camundongos BALB/c (B) e C57BL/6 (C) por 24 h. Oacnéfagos peritoneais de 14 camundongos

resistentes C57BL/6 e suscetiveis BALB/c foram lratlos na auséncia leishméania por 1h, 6h e 24h. O
peréxido de hidrogénio foi determinado por oxidagéovermelho de fenol na presenga de peroxidase. Os
dados foram expressos como mediana, quartis engdgreTeste t, p=0,01, C>B em 1h. Concentracdo

expressa em uM. B=BALB/c e C= C57BL/6

5.8 Comparacdo da producdo de peroxido de hidrogémi pelos macréfagos
peritoneais estimulados peld.eishmania amazonensis entre camundongos BALB/c

e C57BL/6, nas primeiras 24 h de incubacéao.

Apds o desafio com &Aeishmania amazonensia producdo de peroxido de
hidrogénio pelos macrofagos peritoneais dos cammguio resistentes ou suscetiveis
apresentou perfil semelhante ao observado quanalaimos a producdo basal deste
radical livre. Apoés a primeira hora de incubacdm® parasito, a mediana de producao
de perdxido de hidrogénio pelos macréfagos peritisndos camundongos resistentes
(C57BL/6) foi (3,53uM), significativamente maior dme a mediana da producao do

peroxido de hidrogénio pelos macréfagos dos camga BALB/c suscetiveis a
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infeccdo (2,97uM) (p=0,04, teste t). As diferengado foram estatisticamente

significante nos demais tempos (teste Mann-Whitrfeégura 26.

BALB/c x C57BL6
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Figura 26: Comparacdo da producdo de perdxido de hidrogénios pmacréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c e C57BL/6 estimulada pkkishmania amazonensisas primeiras 24 h de
incubacdo.0s macrofagos peritoneais de 14 camundongos mesist€57BL/6 e suscetiveis BALB/c
foram incubados na presenca de leishmania porHLb, Bth. O perédxido de hidrogénio foi determinado
pela oxidacéo do vermelho de fenol na presenc@dxiolase. Os dados foram expressos como mediana,
quartis e extremos. Teste t, p=0,04, B>C em 1hBBEB/c e C= C57BL/6.
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DISCUSSAO
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A imunidade inata possui um papel fundamental Ehiheaniose, pois é a
primeira linha de defesa do sistema imunitario omiatogenos (Akira et al, 2006;
Turvey and Broide, 2010). Na infeccéo pela leishmars eventos iniciais que ocorrem
imediatamente apds a transmissao de promastigelasngeto vetor ainda estao pouco
elucidados, sdo crucias no estabelecimento dacédee envolvem a participacdo do
sistema do complemento, neutrdéfilos, células NK¢ndiagos e fatores de crescimento.
Sao esses elementos, entre outros, que formam ameré a infeccdo, dificultando a
sua instalacdo, e que, ao mesmo tempo, duranteegso constituem-se em elementos
gue auxiliam a evasao do parasito da respostaigrat@o hospedeiro (Goto, 2004).

Neste trabalho, foi avaliada a resposta imunitanata de macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c, que sao nateraknsuscetiveis e camundongos
C57BL/6, que sdo naturalmente resistentes a inbepeda leishmania, pelo estudo das
funcdes dos macrdfagos infectadlogitro com aLeishmania amazonensis

E por meio da fagocitose que células fagociticasisiema imunitario
eliminam os patdgenos invasores, sendo esse memanfandamental para o
estabelecimento da resposta imunitaria. Os re@ptpresentes na membrana dos
fagocitos (Stuart and Ezekowitz, 20089conhecem particulas estranhas, e esses
receptores internalizam essas particulas e ativammecanismos microbicidas
fagossomal, adquirindo peptideos para a ativacamesjzosta imunitéria adaptativa e
inflamagé&o (Underhill, 2005).

Apés a ligagdo com receptores na superficie docfagéa particula é
interiorizada formando um fagossoma, ocorre a fuk&olisossomas com o fagossoma
formando um complexo chamado fagolisossoma. O is@gdoma ou vacuolo

parasitoforo, apresenta um ambiente acido, ricgpeptiideos microbicidas e enzimas
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hidroliticas, além de espécies reativas de oxig@niuitrogénio, que irdo destruir o
microorganismo invasor (Handman e Bullen, 2002a@tand ezekowitz, 2005).

O presente trabalho comparou os parametros da dadmi inata de
interiorizacéo, capacidade microbicida e produgéeadlicais de oxigénio e nitrogénio
entre as duas linhagens de camundongos, BALB/c &BIOb6, que possuem
caracteristicas de suscetibilidade e resisténtégshmaniose, respectivamente. Varios
estudos tém demonstrado que as diferentes forrrasasl existentes na leishmaniose
sdo devidas as caracteristicas de viruléncia dasppare da resposta imune estabelecida
pelo hospedeiro (Gontijo e Carvalho, 2003).

Um dos aspectos analisados neste trabalho foi acickale de interiorizagéo
das leishmanias pelos macréfagos peritoneais dosircdongos BALB/c e C57BL/6
expostosn vitro aL. amazonensiO processo de interiorizagao da leishmania pede s
um fendbmeno determinado pela fagocitose do parpsitomacréfago, mas, no caso das
leishménias, pode ocorrer também a interiorizagpasiasito por um processo ativo de
infeccdo do macrofago pela leishméania, por iststengabalho, estamos nos referindo
ao processo global como indice de infeccdo, paisénpossivel diferenciar o que foi
decorrente do macréfago do que foi determinadolpelamania.

A interiorizacdo dos macréfagos € um passo fundeahegoois € quando se
inicia os mecanismos de defesa antiparasitaricdecescape do parasita das defesas do
hospedeiro. Tanto os macréfagos peritoneais de mdomgos BALB/c quanto os
macréfagos dos camundongos C57BL/6 ap6s 24 h deccgd@d, aumentaram a
proporcao de células participando da interiorizag@deishméania em comparacao aos
seus préprios grupos no tempo de 6 h (figuras 2 &8s, ndo foi possivel detectar
diferenca entre os dois modelos quanto ao indidgefdecdo dos macrofagos. Ou seja, a

entrada da leishméania pareceu similar nos difesemacréfagos analisados, tanto os
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macrofagos peritoneais de camundongos suscetiBgisB{c) quanto dos resistentes
(C57BL/6) tém capacidade de interagir com a leisienpermitindo sua entrada de
forma semelhante. Isso sugere que nao deve hatererdjas na expressdo dos
receptores de membrana dos macréfagos que propeiamirada deste patégeno e
influenciando também a resposta imunolégica, terdwista que para iniciar a doenca
as promastigotas precisam entrar eficientementdagigitos mononucleares e evadir
de fatores celulares e humorais (Wilson and Pealgi8).

A entrada da leishméania no macréfago envolve onteecmento de ligantes
especificos na superficie da leishméania pelos terpde membrana da superficie da
célula hospedeira, ocorrendo entdo a interiorizal@garasito (Guy and Belosevic,
1993). As caracteristicas dessa interacdo como pacifisidade, saturabilidade e
inibicAo competitiva sdo levadas em considerac@eenestagio (Klempner et al, 1983).
Alguns estudos identificaram receptores que estAvolddos na entrada das
promastigotas.

Foi demonstrado que o bloqueio do receptor paranosmfucose (MRF)
inibiu a ingestdo de promastigotas He donovani por macroéfagos murinos; nos
macrofagos humanos, tanto a ingestdo quanto oameoto das promastigotas foram
inibidas(Gordon, 1985)Além do receptor para os produtos finais de glicam&ncada
(AGE) (Barbosa et al, 2008), receptores para fibctina, receptor Fc (FcR) e
receptores para complemento CR1 e GRBy and Belosevic, 1993) participam da
interiorizag&o do parasito.

Guy e Belosevic (19933lemonstraram que, quando opsonizadas com IgG
especificas para.major, tanto promastigotas quanto amastigotas desg@iesgntram
mais em macréfagos peritoneais de camundongos BAL®/gerindo um importante

papel dos receptores Fc para a infeccao.
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Apesar de relatarem quais receptores sao usadas @amtrada do parasito nos
macréfagos, ndo hé estudos que verifiguem difesemga quantidade ou expressao
desses receptores nos diferentes macrofagos. eB&sgo inicial é importante para o
desenvolvimento da doencga e precisa ser mais bemwteazado.

No presente estudo foi avaliada a entrad&.d@mazonensipelos receptores
de padrbes moleculares de patdégenos (PAMPSs). Naenfmontrada diferenca na
capacidade de interiorizacdo dos parasitos entreagsdfagos das linhagens suscetivel
(BALB/c) e resistente (C57BL/6).

Saldanha (2009) demonstrou que a atividade fagecitde PBMCs de
individuos com leishmaniose para leveduras estamauwgida quando comparado com
individuos controles normais nado infectados, sende, ap6s o tratamento com
antimoniato, os mondécitos dos individuos infectadmsmentaram a capacidade
fagocitaria. Demonstrou também que os macréfagngopeais de camundongos
BALB/c infectadosin vivo comL. amazonensipossuiam maior capacidade fagocitaria
para leveduras do que os macréfagos de camundor@msnfectados, ja para os
macréfagos de camundongos resistentes ndo obsdiferancas na capacidade para
fagocitar leveduras entre os animais infectadosému Porém, pela comparagao entre os
dois modelos, 0s animais resistentes apresentaeon oapacidade fagocitaria.

Neste trabalho, para verificar se as respostagidissmodelos decorriam de
diferencas nas capacidades microbicidas dos fagoehalisamos a sobrevida das
leishméanias apls a interiorizacdo (figura 6). Ndtuca onde havia macréfagos
peritoneais de camundongos suscetiveis (BALB/c) emiosi-se um aumento
exponencial na quantidade de leishmanias a par#°dlia de acompanhamento. Ja na
cultura com macrofagos de camundongos resisteobsgrvou-se que 0 crescimento

dos parasitos foi mais lento, sugerindo que a ddpde microbicida dos macrofagos
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dos animais resistentes é mais eficiente, poisob&ervamos diferenca na capacidade
de interiorizar o0 parasito e nem no nimero de nfiagod aderidos a lamina ap6s 24 h
de incubagao.

Nossos dados sdo semelhantes aos de Handman 1&78),(que avaliou a
infeccdo em diferentes camundongos com genotipoeesisténcia parcial (CBA/H,
C3H/He e A/J), suscetibilidade total (BALB/c e DAk resistente (NZB e C57BL/6)
a infeccdo pelal. tropica e observou que nas primeiras horas da infeccdo, a
interiorizagdo do parasito ndo foi influenciadaopgénotipo dos camundongos, sendo
que cerca de 30-40% das células estavam infectRdaém, apos 7 dias de infeccéo
houve uma diminuicdo na porcentagem de macrofagestados na linhagem C57BL/6
(resistente) enquanto que nos camundongos BALBfuantidade de macrofagos
infectados ficou em torno de 60-70% no mesmo dia.

Beil et al (1992) demonstraram que na lesdo de wdomgos suscetiveis
(BALB/c) e resistentes (C57BL/6) infectados chnmmajor, no estagio inicial as células
que estdo presentes no infiltrado inflamatério dmsnundongos BALB/c séo
principalmente neutrdfilos, enquanto que nos C58B&$tdo presentes macrofagos,
eosindfilos e neutréfilos. Apos 2 dias de infeccabservaram que na lesdo dos
camundongos suscetiveis a porcentagem de célutsndo leishmanias intactas era
duas vezes maior nos camundongos suscetiveis duagesao dos animais resistentes.
E nos dias 4 e 12 apoés a infeccdo, na lesdo dosnckiomgos suscetiveis havia 200
parasitos/100 células e 130 parasitos/100 célukspectivamente, sendo que, 0s
camundongos C57BL/6 apresentaram 160 parasitostélflas e 80 parasitos/100
células no dia 4 e 12, respectivamente.

N&o encontramos diferenga entre os dois modeloscateundongos na

interiorizagéo das leishménias. Como também néorgramos diferenca entre os dois
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modelos no numero de macriéfagos aderidos a lamidelaonde recuperamos as
leishménias. Entretanto, o nimero de leishmardaaperadas dos macréfagos que
cresceram em cultura foi significativamente maiarapos camundongos suscetiveis a
infecgdo. Isto sugere que deve haver diferencanaquinario microbicida dos dois
modelos de animais.

Apds o processo da fagocitose, fatores microbidittaacelulares sao ativados
para a eliminagdo do microorganismo invasor, egigs, 0 0xido nitrico e peroxido de
hidrogénio. Com o0 objetivo de verificar se havidedinga na producédo destas
moléculas microbicidas, analisamos sua produ¢cdodoss modelos de camundongos
estudados.

S&do varias as evidéncias que implicam a producadl@ecomo parte de
resposta efetiva contra infeccdo. Neste trabalbmparando a producdo de oxido
nitrico pelos macréfagos peritoneais de camundoBgad3/c e C57BL/6 infectadom
vitro com L. amazonensjs observamos que nos macrofagos peritoneais de
camundongos suscetiveis BALB/c a producdo basdie deslical livre aumentou
gradativamente nas primeiras 24 horas. Porém, ¢atmortom al. amazonensis
determinou uma queda na concentragdo do NO. Nakmbss estdo de acordo com
outros trabalhos da literatura que mostraram iaibigesse radical pelaishmania sp
Sarkar e et al (2011) demonstraram menor produgdoN@ pelos macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c infectados t@mishmania donovardo que os
ndo infectados, bem como, houve menor producdo@m&los mondcitos de sangue
periférico (PBMC) de pacientes com leishmanioseerasl do que pelos PBMC de
individuos saudaveis. Balestieri et al. (2002)jaztihdo macréfagos murinos cultivados
in vitro (linhagem J774-G8), observou menor producdo de ld0Onfeccédo peld.

amazonensiem relacdo as células controle.
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Por outro lado, ao analisarmos a producdo do N@spahkcrofagos peritoneais
dos camundongos resistentes C57BL/6, ndo observassasmodulacdo negativa pela
leishméania, ndo havendo diminuigdo significantecoacentragdo de NO nas 24h.
Observamos que na presenca deishmania amazonensi®s macrofagos dos
camundongos BALB/c produziram mais NO na primewmgahde incuba¢céo do que os
macrofagos dos camundongos C57BL/6, porém nossotdnopos avaliados (6h e 24h),
a concentracdo de NO no sobrenadante das cultasasialcrofagos dos camundongos
BALB/c decaiu, enquanto que no sobrenadante datsirasl dos macrofagos dos
camundongos C57BL/6 aumentou gradativamente. Eiy@bssue esta incapacidade
para manter a producdo da molécula leishmanicidand(resenca da leishméania,
contribua para as diferentes evolugdes da doersgv@ria nestes dois modelos.

Diaz et al (2003) infectaram camundongos BALB/c ®/BL/6 com
Leishmania mexicana detectaram a producdo do NO por 12 dias apdseacéo,
como também analisaram a presenca da iINOS nas ldeSecamundongos estudados.
Esses autores mostraram que tanto os camundongbB/8Auanto os C57BL/6
produziram Oxido nitrico, porém, o0s macrofagos dosmundongos BALB/c
apresentaram um pico na producdo no 3° dia dec@xdedecaindo nos dias seguintes
para niveis basais, enquanto os camundongos C57%Bbfuziram éxido nitrico em
quantidades relevantes desde a primeira semanafelegdo, mantendo os niveis
elevados até o 6° dia da infeccdo.id&itu, os autores observaram a presenca mais
aumentada da enzima iNOS nas lesdes dos camundGb@B4+./6 do que nos BALBI/c,
concluindo que a producado antecipada e mantidaserasnas iniciais da infecgcao séo
cruciais para impedir o crescimento do parasito.

Os dados deste trabalho também sdo semelhantebservados por Saldanha

(2009), que, utilizando macréfagos peritoneais almundongos suscetiveis (BALB/c)
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ou resistentes (C57BL/6) infectados ou mégivo comL. amazonensjyerificou que a
producdo de NO pelos macrofagos de camundongos RAhfctados € menor do que
daqueles néo infectados, e mesmo o estiinwitro com LPS néo foi capaz de alterar
a producao desse radical. Nos camundongos C57BldGauve alteracdo significante
na producdo do NO pela infec¢cdo dos animais carslhrhania (Saldanha, 2009).

Steffens et al (1994) demonstraram que a expredadenzima iINOS e a
producdo de NO pelos camundongos C57BL/6 foi eifter em relacdo aos
camundongos BALB/c quando desafiados commajor e estimulados com IFN-
Outros trabalhos corroboram o fato de que os magodfdos camudongos BALB/c séo
menos responsivos a estimulos. Oswald et al (1@88mularam macréfagos de
camundongos BALB/c, C57BL/6 e (B6 x D2)F1 com diok&to de trealose (TDM),
um glicolipidio micobacteriano, potente ativadorrdacrofagos, e observaram que 0s
camundongos BALB/c ndo controlam o crescimento @& Bn vitro eficientemente
como os macrofagos das outras linhagens. Santa@d €006) afirmam que os
macréfagos de camundongos C57BL/6 sdo mais semisavestimulos por LPS para
producdo de NO do que os camundongos BALB/c e @amémam que a producdo
diferenciada estava correlacionada com o acumuloRIEA da proteina INOS, que se
mostrou regulada de forma diferente nessas dusagems. Os autores discutiram que o
grande acumulo da iINOS nos macréfagos dos aninf&i8kd6 é independente de sua
estabilidade, e assim, é possivel que a transcdgagene nestas células sejam mais
eficientes do que nos camundongos BALB/c. Adiciomaite, como os niveis de
proteinas iINOS sdo mais elevados nos macréfagoardomis C57BL/6, sugerem que
as diferencas entre as linhagens seja pés-tracdil@artranslacional.

A diferenca na produgéo de oxido nitrico entreas thodelos de camundongos

demonstrada em nossos estudos podem estar reld@soocem a atividade da arginase,
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uma enzima que compete com a iINOS convertendo ibkaeg em L-ornitina,
importante para a resposta anti-inflamatoria eregéida pelo padrao de citocinas LTA-
1 (Wanasen and Soong, 2008). Iniesta et al (286B)onstraram que ao comparar a
atividade dessa enzima em camundongos suscetiBB(c) ou resistentes
(C57BL/6) no inicio da infeccdo a atividade € sdraete nos dois modelos, entretanto,
ao longo do tempo, nos macréfagos dos camundongbB/B a atividade da arginase
permanece enquanto que nos macrofagos do camurd@sg@L/6 a atividade decai
progressivamente ao mesmo tempo que a atividaddQfa aumenta.

Como foi observado um menor crescimento de leistararecuperadas dos
macrofagos dos camundongos C57BL/6, sugerimos ajaees microbicidas possam
estar relacionados com esse dado. Além do NO,sanatis a producéo do peréxido de
hidrogénio, que também age como agente microbigideg verificar seu papel nesta
resposta dos macrofagos para as leishmanias. v@bses um aumento na producdo do
H,O, pelos macréfagos dos camundongos suscetiveis BAIDR/ presenca de.
amazonensjsth apds o inicio da infec¢do, em relagdo aos ¢fegws que ndo foram
infectados com o parasito. Surpreendentemente,ho@ee diferenca estatistica na
producdo do peroxido entre os macrofagos dos caomgiod C57BL/6 infectados ou
nao infectados, nas primeiras 24 horas de incubd&t@oetanto, a producdo basal do
H.O, pelos macréfagos peritoneais na auséncia de laishnidos animais resistentes
(C57BL/6) foi mais elevada desde a primeira horaird®ibacédo, em relagdo ao
observado para os macréfagos dos camundongos isescefBALB/c). Quando
adicionamos as leishméanias em cultura encontrammm&ano padrdo de resposta, 0S
niveis de perdoxido de hidrogénio no sobrenadant rdacrofagos peritoneais dos

camudongos resistentes foram mais elevados do das camundongos suscetiveis.
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Na leshmaniose, o papel do peréxido de hidrogéniaando esta esclarecido.
As Leishmania spséo suscetiveis a acdo do peréxido de hidrogéoimo demonstrado
por Wilson et al (1994), que incubaram promastigiatal. donovani chagasina fase
estacionaria, em meio de cultura com concentragdescentes (0 a 1200uM) de
peroxido de hidrogénio, por 60 min. Mostraram queailidade e a capacidade de
sintetizar proteinas diminuiram de modo dose-degr@edda concentracdo do peroxido
de hidrogénio.

Murray, em 1981, avaliando a suscetibilidadelLd¢ropicae L. donovaniao
peroxido de hidrogénio, observou imobilizacdo @e ldas promastigotas em contato
com HO,. Como também verificou que as promastigotas desgETies sao capazes
de estimular os macrofagos a produzirepg® Observou também que os macréfagos
residentes tanto de linhagens suscetiveis quaststeetes produziram peréxido de
hidrogénio de forma similar quando desafiadas cempramastigotas dessas espécies, e
o processo foi dependente do tempo de exposicaayaahtidade do inéculo.

Tem sido demonstrado que macréfagos peritoneaicamsindongos BALB/c
sdo capazes de matar amastigotas da edpégigsanensismas ndo da. amazonensjs
e 0S mecanismos pelo qual os parasitos sao eliogna@lo dependentes de espécis
reativas de oxigénio e que o perdxido de hidrog@oite ser o agente responsavel por
essa atividade, sugerindo que os radicais de arigeadem contribuir para o controle
da doenca (Sousa-franco et al, 2005).

Utilizando camundongos com doencga granulomatosaicadigada ao X, com
deficiéncia na enzima gp9t*”, que apresentam deficiéncia na producéo de radieai
oxigénio, e camundongdsnockoutpara enzima INOS, Murray and Nathan (1999)
observaram que camundongos deficientes na enzi@8 iMNio conseguiram controlar a

infeccdo, entretanto os camundongos com doencalgmaatosa conseguiram conter a
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infecgcdo. Mas ap0s a segunda semana de infecg@lamedos camundongos obteve
sucesso no recrutamento de células inflamatérias @eecido infectado, sugerindo que
tanto as espécies reativas de oxigénio quanto otrbiialham em sinergia para a
eliminacdo do patdégeno nos estagios iniciais dagieporém, que o papel do NO no
decorrer da infeccdo € mais importante e suficigram eliminagdo do patdégeno
(Murray and Nathan, 1999)

Nossos dados estédo de acordo com as observac@eswvadd et al. (1992), que
mostraram que 0s macrofagos peritoneais de camgodoBALB/c sdo menos
responsivos frente a ativadores de macrofagos doogucamundongos C57BL/6. A
producdo do perdxido de oxigénio pelos macréfagosainundongos BALB/c foi 50%
menor do que a producédo pelos macréfagos peritodeaicamundongos C57BL/6.

Dominguez et al (2010) demonstraram que tanto ografamos dos
camundongos BALB/c quanto C57BL/6 produziram quiades similares de PKC
enzima que participa da geracédo da explosao oxajajuando estimulados por LPG ou
L. mexicana Porém, quando avaliaram a atividade dessa enpbs&rvaram que nos
macréfagos dos camundongos suscetiveis (BALB/cydauma inibicdo da atividade
da PKGi, enquanto que nos macréfagos dos camundongogergss houve um
aumento da atividade, junto com o aumento da ed@plogidativa. Para correlacionar a
atividade da enzima e a explosdo oxidativa com atemdo parasito, trataram
macrofagos peritoneais das duas linhagens com Plgldservaram que os macrofagos
dos camundongos C57BL/6 eliminaram 66% dos pamsiemquanto que nos
macrofagos dos camundongos BALB/c, 92% das leistanaobreviveram as espécies
reativas de oxigénio.

Saldanha (2009), estudando pacientes com leishseamostrou que a producao

de peroxido de hidrogénio pelos mondcitos estawaeatada em relacéo aos individuos
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normais. Saldanha (2009) avaliou também a proddedperéxido de hidrogénio por
camundongos BALB/c (suscetivel) e C57BL/6 (resistepimfectados ou nédo coin
amazonensisOs macrofagos peritoneais dos camundongos sussiseitifectados com
L. amazonensiproduziram mais peréxido de hidrogénio do que esrdfagos dos
animais nao infectados. Enquanto que, no modelsteetse (C57BL/6), ndo houve
diferenca na producdo do®k entre os grupos infectados ou nao.

Entre as limitacdes de nosso trabalho podemosrrgfer h4 uma grande
variabilidade genética em seres humanos, diferamteamdos modelos por nos
estudados que apresentam limitacdo na variacadigen@utra limitacdo importante é
que a interacdo entre o parasito e o0 macrofagenfocondicdes de cultura, diferente da
forma natural da transmissdo para os seres humaunesycorre na presenca de outras
células e de substancias da saliva do flebotongiméopodem interferir na resposta do
hospedeiro e na quantidade de parasitos inoculapgs,deve ser muito menor na
inoculagéo natural do que a utilizada em culturag@Rs et al, 2004).

Apesar dessas limitagcbes, podemos, entretanto,risugee esses dados
contribuiram para esclarecer que a interacaoLelahmania amazonensisom 0s
macréfagos modulou negativamente a producdo deodwittico em camundongos
suscetiveis, mas ndo nos camundongos resisteraesialroéfagos dos camundongos
C57BL/6, resistentes a leishménia, foram capazeseldrinar o parasito mais
eficientemente do que os macréfagos da linhageresusl BALB/c. A producao
precoce mais elevada de®} e a capacidade de manter a resposta de NO pobtemp
mais prolongado parecem ter sido fatores imporsgoéea a resposta de suscetibilidade
ou resisténcia &eishmaniaamazonensisNossos dados, portanto, contribuiram para
esclarecer alguns mecanismos iniciais envolvidasreapostas de suscetibilidade ou

resisténcia a infec¢do pdlaishmania amazonensis
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CONCLUSOES
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Nossos dados sugerem que a linhagem suscetivel BAEBa resistente
C57BL/6 apresentam capacidades semelhantes parriolizar Leishmania
amazonensis in vitro.

A sobrevida das leishméanias recuperadas dos mgofalos animais
resistentes (C57BL/6) apOs a interiorizacdo foniicativamente menor do que a dos
parasitos recuperados dos macréfagos dos aninsastéeis (BALB/c).

A suscetibilidade e a resisténcia das linhagensdadas parecem estar
relacionadas com a producao diferenciada das magmicrobicidas NO e D, pelos
macrofagos peritoneais dos camundongos BALB/c eBC67
1- Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c (i) produzem oxido
nitrico mais precocemente que os macrofagos dosrdongos C57BL/6 (resistentes),
porém, quando infectados comLa amazonensjsha uma modulacdo negativa na
producdo do NO pelos macréfagos dos camundongosBRAlQue ndo ocorre para 0s
macréfagos dos camundongos C57BL/6, que mantémdaigdio mais elevada até 24 h.
2- A produgcdo do peroxido de hidrogénio pelos macgageritoneais dos
camundongos C57BL/6 foi maior do que o dos camugo®mBALB/c mesmo quando

infectados conl.. amazonensis
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