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0 Modelo Experimental nas Infeccoes Causadas por L. amazonensis e L. braziliensis

Experimental Models of Infections Caused by Z. amazonensisand L. hraziliensis

Camila I. de Oliveira!, Manoel Barral-Netto'?3

Centro de Pesquisas Gong¢alo Moniz/ FIOCRUZ; Faculdade de Medicina da Bahia, UFBA; Instituto de
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Asleishmanioses sdo um conjunto dedoengascausadaspor protozoariospar asitasdo género
Leishmania, osquaissdotransmitidospara o hospedeir o vertebrado por insetosflebotomineos.
Difer entesespéciesde L e shmania podem causar distintasmanifestagdesclinicasdadoencaeo
cur so dainfecgao também sofreinfluénciada composicao genéticado hospedeiro. Muitodo que
sabemossobrearespostadoindividuoainfecgdopor Leshmaniavem doestudo com camundongos.
Algumaslinhagensdecamundongossioresistentesainfecgdo enquanto outr assdo extremamente
suscetivels, permitindo estudar os mecanismosimunesqueregulam aresposta ao parasita. A
seguir, serdorevisadososmodel osexperimentaisutilizadosno estudo daslei shmaniosescausadas
por Leishmania amazonensise Leishmania brazliensis.

Palavras-chave: Leishmania brazliensis, Leishmania amazonensis, Leishmania major,
leishmanioses, BALB/c.

Leishmaniases are a group of diseases caused by parasitic protozoa of the genus Leishmania,
which are transmitted to the vertebrate host by phlebotomine insects. Different Leishmania
species may induce distinct clinical manifestations of the disease, and infection outcomeisalso
influenced by the host's genetic background. Most of the knowledge on individual response
comes from studies conducted in mice. Some mice strains are susceptible to infection, whereas
others are extremely resistant, a fact that allows the study of the underlying mechanisms
regulating the immune response to infection. In this review, we comment on the experimental
models of infection currently used to study leishmaniasis caused by L eishmaniabraziliensisand
L. amazonensis.

Keywords: Leishmaniabrazlienss, Leishmaniaamazonensis, Leishmaniamajor, leishmaniasis,
BALB/c.

Asleishmanioses séo um conjunto dedoengascujo
agente etiol 6gico é a Leishmania, transmitido por
insetos flebotomineos. O espectro clinico desse
conjunto dedoengasinclui aleishmaniosetegumentar,
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desde a leishmaniose cutaneo-localizada até a
leishmaniose cutaneo-difusa, ealeishmanioseviscerd,
desde a forma subclinica até a doenca fatal. Nas
Américas, os parasitas que causam alei shmaniose
tegumentar pertencem aos complexos Leishmania
braziliensis (subgénero Viannia) e Leishmania
mexicana (subgénero Leishmania), enquanto o
agente etiol6gico da leishmaniose visceral é a
Leishmania chagasi (subgénero Leishmania). Os
model os experimentais deinfecgdo constituem uma
importante ferramenta para o estudo das
|ei shmani oses, tanto no que diz respeito apatogénese,
quanto no que diz respeito ao desenvolvimento de
vacinas.
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O Modelo Experimental Cléssico: L. major

Com relacdo aleishmaniose tegumentar (LT), 0
model o experimental maisbem estudado até hojeéo
deinfeccdo de camundongos com Leishmania major,
uma das espécies responsaveis pelaLT no Oriente
Médio?"43), Nesse modelo de infeccao dito
convencional, altasdoses do parasita(10°-107), em
fase estacionaria, sdo inoculadas napatado animal;
amanifestacdo clinicasubsequente estadiretamente
relacionada alinhagem do camundongo utilizada.
Assm, camundongosdaslinhagens C3H/He, 129Sv/
Ev, CBA e C57BL/6 sdo ditosresistentesainfecgdo,
pois desenvolvem pequenas lesdes que curam
espontaneamente em 10-12 semanas. Apdsacura
espontanea, osanimai stambém setornam resistentes
aumanovainoculacéo de parasitas. Por outro lado,
camundongos dalinhagem BAL B/c sdo altamente
suscetiveis a infecgéo por L. major: eles
desenvolvem extensas lesdes na pele que se
expandem elevam amortedo animal. A resisténcia
ou susceptibilidade das diferentes linhagens de
camundongos a infeccdo por L. major esta
fortemente associada ao padréo de respostaimune
celular, mai s especificamente ao perfil decitocinas
Thl ou Th2 produzido em respostaainfeccdo. Em
camundongos suscetiveis, observa-se dtaproducdo
delL-4. Essepadrdo derespostado tipo Th2 levaa
desativacdo de macréfagos e a permanéncia do
parasita. Em animais resistentes, observa-se um
padréo de respostado tipo Thl com alta producdo
de IFN-y, ativacdo de macréfagos e,
consequentemente, eliminagdo do parasita. Sabe-
setambém que a producdo de reativos de oxigénio
e de nitrogénio, por macroéfagosativadospor | FN-y,
éinibidanapresencadecitocinascomo TGF-, IL-4,
IL-13 e IL-10, indicando que a diminui¢cdo na
producéo de citocinas do tipo Th2 pode ser
iImportante para o desenvolvimento de umaresposta
imuneadquirida®. Sendo assim, o desenvolvimento
de susceptibilidade ou resisténciaainfeccdo por L.
major dependede multiplosfatores, eautilizacéo de
linhagens de camundongos geneticamente diferentes
permite 0 estudo do espectro clinicodalLT.

O Modelo Experimental delnfecgdo Subcutanea
Aplicadoa L. braziliensisea L. amazonensis

No Brasil, asprincipaisespéciescausadorasdal T
sd0 L. brazliensis e L. amazonensis . Modelos
experimentaisqueenvolvemainfecgo subcuténeacom
esses dois parasitas ja foram desenvolvidos. Com
respeitoal. brazliensis, no entanto, os estudos séo
mais escassos, uma vez que esse parasita ndo é
facilmente cultivavel in vitro e a obtencdo de
promastigotas metaciclicos (o estagio infectivo do
parasita), em condicBes de cultura, € ineficiente.
Conseglientemente, um grande nimero de parasitas
(107) deve ser utilizado nosinéculosafim deque se
obtenha infec¢do®. Contudo, Childs et al.?V
mostraram que a maioria das linhagens de
camundongoséres stenteainfeccao: aslinhagensC3H/
HeJ, C57BL/6 e CBA/Calndo mostraram qual quer
evidénciadeinfeccéo enquanto aslinhagensAKR/Je
CBA/Japresentaram apenasum pegueno etransente
edemaquando osparasitasforaminjetadosno focinho
dos animais. Por outro lado, as linhagens SWR/J,
C57L/J, A/J, A/HeJ e DBA/1J desenvolveram
pequenos nddul os apds ainfecgdo, que se curaram
espontaneamente. Os camundongos BAL B/c foram
classificados como os mais suscetiveis a infecgao,
emboraal. braziliensisndo cause, nessalinhagem,
lesBes severas ou delongaduracdo Y. A andlise da
respostaimune de camundongosinfectadoscom L.
brazliensis mostrou umaforte producdo de | FN-y,
enquanto camundongosinfectadoscomL. brazlienss
e posteriormente tratados com anti-1FN-y,
apresentam um aumento significante no tamanho na
lesdo e ndo conseguem resolver a infeccdo 9. Os
autores sugerem, entdo, que um mecanismo
dependente de | FN-y éresponsavel pelaeliminacdo
dal. brazliensisem camundongos BALB/c e, por
outro lado, apoucainfectividade desse parasitaesta
associadaasuainabilidadeeminduzir aproducdo longa
e continuada de IL-4. No entanto, foi demonstrado
gue bidpsias de pele de pacientes com LT causada
por L. braziliensis apresentam IFN-y, TNF-
o) eiNOS @, Por outro lado, nosso grupo mostrou
gue a adicdo de TGF-p a culturas de macréfagos
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murinos leva a um aumento na replicacdo de L.
brazliensis, enquanto a adi¢édo de anticorpos anti-
TGF- diminui osniveisdeinfeccdo . A exacerbacéo
dainfeccdo por L. brazliensis foi associada a um
aumento na expressdo de IL-10 em linfonodos
regionais. Essesresultadosdemonstram queo TGF-
€ capaz de alterar o curso da infecgdo por L.
brazliensis. Assm, diversasmol éculasdesempenham
um importante papel no controle dacargaparasitaria
e, em paraelo, contribuem parao desenvolvimento de
um procesoinflamatdriointensonoloca deinoculagéo
do parasita. Conclui-se que a infeccao de
camundongosou mesmodo homempor L. brazlienss
ndo é um processo silencioso, e que o balango na
producédo de citocinas € crucial paraque ainfeccéo
Sigaparao curso dacuraespontanea.

Em contraposi¢éo, foi mostrado que o parasita
também desempenha um papel importante na
dicotomia entre desenvolvimento da doenca ou
parasitismo assintomatico. Isolados de L. major,
obtidos no campo, apresentam diferencas na
patogeni cidade apds ainocul agdo em camundongos
BALB/c ©D. Estudos realizados com L. mexicana
demonstraram a correlagdo entre caracteristicas
genotipicas de isolados e uma determinada
manifestacdo clinicadadoenca®®. Dessamaneira, a
diversidade genéticado parasitatambém é um fator
importanteno quediz respaito ascaracteridticasclinicas
daleishmaniose.

A lesdo cuténea de pacientes com LT do Ceard €
acompanhada e, as vezes, é até precedida de uma
linfadenopatiaregiona bastante pronunciada. Nesses
casos, cunhou-se o termo lel shmani ose bubdnicapara
adescricdo dessetipo de manifestacdo clinica®®. A
|eishmaniosebubdnicaéredtritaao Cearaeasinfecgdes
com L. braziliensis. Entretanto, estudos prévios de
Nosso grupo demonstraram a ocorréncia de
linfadenopatiaregional também eminfecgbespor L.
braziliensis na Bahia®849. Utilizando o modelo
experimental de infeccdo na pata, N0Sso grupo
investigou seessas diferencasnamanifestacéo clinica
daLT estariam associadasacaracterigticasintrinsecas
dos parasitas. Para tal, utilizamos uma cepa de L.
brazlienssdo CeardeoutradaBahia®. Em ensaios

de RAPD, a cepa de L. braziliensis da Bahia
gpresentou um padréo deamplificacéo distinto daquele
gpresentado pelacepadelL. brazliensisdo Ceara. Em
Seguida, infectamoscamundongosBAL B/cnapata, com
essas duas linhagens e observamos que os animais
infectadoscom acepado Cearddesenvolvem lesdes,
enquanto os animais infectados com uma cepa
proveniente da Bahiando o fazem (Figural). Ao
examinarmosarespostaimune desenvol vidapor esses
doisgruposdeanimais, observamaosque, inicid mente,
0s animais inoculados com a cepa da Bahia
apresentam maior producdo de IFN-y, o que foi
correlacionado com aausénciade lesdo; enquanto
0s animais inoculados com a cepa do Ceara
apresentam maior producéo de IL-4, o que foi
correlacionado com apresencadelesdo. Maistarde,
os animaisinoculados com acepado Cearatambém
passam aproduzir IFN-y e, assim, apresentam acura
esponténeadalesio desenvolvida.

Em seguida, nosso grupo investigou o padréo
inflamatorio desenvolvido por camundongosBALB/c
infectados com essas mesmas duas cepas de L.
braziliensis (Bahiax Ceard) “”. Observamos que a
cepade L. brazliensis do Ceardinduz a um maior
recrutamento de células (neutrdfilosemacréfagos) para
oloca dainoculagcdo do parasita. Esserecrutamento
celular pode ser correl acionado com aexpressao das
quimiocinas CCL2/MCP-1, CCL3/MIP1-a e
CXCLYV/KC. Poroutrolado, acepadelL. brazliensis
daBahiainduz aumamaior expresso de CXCL 10/
IP10. Novamente, esses achados apresentam uma
correlagdo in vivo: lesdes de pacientes de LT
apresentam um aumento na expressao de CCL2/
MCP-1eCCL3/MIP1-a“?, emacr6fagos humanos
e murinos infectados com Leishmania também
expressam CCL2/MCP-1 e CXCL1/KC®“49 A
expressao dessas quimiocinasnapatade camundongos
infectados com a cepade L. braziliensis do Ceara
pode explicar o maior recrutamento de macréfagose
mondcitosparaolocd dainoculacdo do parasita. Esses
achados mostram, ent&o, que as quimiocinas, assim
COmo Seus receptores, sdo fatores que regulam a
respostainflamatoriadecorrente dainfeccéo com uma
ououtracepadelL. brazliensis.
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Figura 1. Curso do desenvolvimento daleséo de camundongos BA L B/cinoculadoscom cepasdelL. brazliensss.
Os camundongosforam infectados, napata, com 10° promastigotas de umacepado Ceard (s) ou de umacepa
daBahia(o), eotamanho dalesdo foi medido por trintadias. Os dados apresentadosreportam amédia+ o erro
padréo dameédiadetrés experimentosindependentes, cadaum com cinco animais. O agteriscoindicadiferenca
significativaentre osval ores, como determinado peloteste T de Student (* p<0,05).
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Conjuntamente, essestraba hosmostram que cepas
deL. brazilienssdeduasregidesgeogréficasdo Brasi|
apresentam um comportamento bioldgico distinto
guando inocul adas napatade camundongosBALB/c
no que diz respeito aformagéo de umalesio cuténea
e ao desenvolvimento de umarespostaimune celular.
Além disso, essas diferencas puderam ser
correlacionadas com a “identidade genética’ dos
parasitas, como evidenciado por ensaiosde RAPD.

Sendo assim, observa-se que aespéciedo parasita
desempenhaum papel importante nadeterminacdo do
padréo derespostaimune. EstudosreaizadosnaBahia
vém demonstrando essaimportancia. Camundongos
CBA/Jsdoresistentesainfeccdo por L. major eessa
resi sténcia é caracterizada pelaproducéo de | FN-y,
pelaausénciadelL-4 epelapresencadeuminfiltrado
inflamatorio composto por linfécitos, macréfagosepea
formagéo de granulomas®®. Por outro lado,
camundongos CBA/Jinfectadoscom L. amazonensis
sdo atamente suscetiveisainfecgdo, poisproduzem
IL-4 e IL-10, mas ndo produzem IFN-y. A andise
histopatol 6gi ca das |esdes desenvolvidas mostra a
presencade um infiltrado mononuclear difuso, com

inimeros macrofagos parasitados e raros linfécitos,
semel hante ao observado em camundongos BALB/c
infectadoscom L. major. A partir dessesresultados,
tornou-seinteressanteinvestigar oseventosiniciaisda
infeccdo com ambasas epéciesde parasita. Observou-
se que macréfagos de camundongos CBA/Jtratados
com |FN-y apresentam infecgdo reduzida por L.

major quando comparados com macrofagos
infectados com L. amazonensis; e essa reducdo na
infeccdo por L. major foi associada a producdo de
TNF-o 2, Em paralelo, ocorreinibicdo daproducéo
de Oxido nitrico induzida por LPS em macréfagos
murinos infectados com L. amazonensis, o que foi

correlacionado com umadiminui¢do naatividade de
iNOS sintetase®. Assim, concluiu-se que a L.

amazonensis € capaz de inativar e de resistir tanto
ans mecani smos inatos de resposta quanto agqueles
induzidos por IFN-y. Assim, aespéciedo parasitaea
sua interagdo com macrofagos determinam a
pol arizacdo darespostaimune parasusceptibilidade
ou resisténcia. Na verdade, a infecgdo com L.

amazonensi s causalesdes cutaneas progressivas na
maioriadas linhagensisogéni cas de camundongos.
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Acredita-se que a ativacao deficiente dos
mecani Smos imunes contribui paraapatogénese da
doenca. Nesse sentido, observou-se que
camundongos C57BL/6 infectados com L.
amazonensis apresentam umademorasignificativa
naexpressao de citocinas pro-inflamatorias como
IL-12 e IFN-y e naexpressdo de quimiocinas e de
seus receptores 29, Esses achados foram
correlacionados aumarespostacelular deficiente
frente ao estimulo com parasitain vivo ein vitro.
Assim, sugere-se que 0S mecanismos imunes
atuantes nos eventos iniciais da infecgdo por L.
amazonensi s estéo bloqueados.

Estudos realizados pel o nosso grupo mostraram
gue a L. amazonensis € um agente importante da
LT na Bahia e esta infeccéo produz um amplo
espectro clinico de doengas: as manifestacdes
clinicasvariam desdeaformacutanealocaizadaaté
a forma visceral ©. Empregando o modelo
experimental murino, mostramos que um mesmo
clonedeL. amazonensis promove cursos diferentes
de infeccdo 9. Os niveis de anticorpos anti-
leishmania foram mais altos em camundongos
BAL B/c, mas somente os camundongos C57BL /6
apresentaram um resultado positivo no teste de
hipersensibilidade tardia, tanto no comego quanto
no final deinfec¢&o. Assim, camundongosBALB/c
s80 suscetivel s ainfeccdo enquanto camundongos
C57BL/6 sao resistentes. De maneira
complementar, avaliamos o curso da infecgéo
causadano mesmo animal (BALB/c) por diferentes
cepasde L. amazonensis, obtidas de pacientescom
diferentes manifestacdes clinicas da doenca @.
Camundongosinfectados napatacom cepas obtidas
de pacientes com | ei shmaniose cuténea ou muco-
cutanea desenvolvem lesdes ulceradas, com a
presenca de macrofagos parasitados e extensiva
destruicdo tecidual. No entanto, camundongos
infectados com cepas obtidas de pacientes com
leishmaniose visceral apresentaram infeccao
controlada, com pequenas lesdes e formagéo de
granuloma. Esses estudos reforcam o papel do
parasitae as possiveis variagdes intra-espécie no
desenvolvimento dadoenca.

No intuito de investigar as caracteristicas que
poderiam explicar o curso diferente dainfecgdo por
L. amazonensi s, analisamos aspectos dainteracdo
parasita-hospedeiro. Demonstramos que a L.
amazonensis causa cursos diferentes deinfecgéo
em camundongos sel ecionados para altaou baixa
producdo de anticorpos e camundongos
selecionados para baixa ou alta resposta a
mitégenos ?®.Camundongos com alta producéo de
anticorpos desenvolvem lesbes grandes e capazes
de se disseminar, enquanto camundongos com alta
resposta a mitdgenos apresentam fenotipo de
resisténcia

Em seguida, estudamos os mecanismos de
destruicdo da L. amazonensis em camundongos
BALB/c imunizados com antigeno sollvel de
Leishmania ©9. Esta linhagem, normalmente
suscetivel ainfecgdo, torna-se parcid menteresistente
aposainoculacdo intravenosado antigeno solvel.
Nosanimaisimunizados, foram observadostambém
parasitas mortos pelalise de macrofagosinfectados.
Aindanos camundongos BAL B/cimunizadoscom
antigeno soluvel de L. amazonensis, avaliamos 0s
mecanismosde ativacdo delinfocitos T 8,

Empregando o model o experimental deinfecgéo
por L.amazonensis, estudamos a influéncia da
infeccdo pelo virus LP-BM5 (virus da leucemia
murina) sobre o desenvolvimento daleishmaniose.
Camundongos C57BL/6 (natural mente resistentes
ao parasita) infectados com L. amazonensis e,
posteriormente, infectados pelo virus apresentam
lesBes maiores e com padréo histol égico semelhante
ao apresentado por camundongos BALB/c
(naturalmente suscetiveis ao parasita) Y. No
entanto, quando os camundongos S0 primeiramente
infectados pelo virus e, em seguida, com L.
amazonensis, alesdo néo se desenvolve. Quando
avaliamos o padrao histol 6gico, observamos, nesses
animais, macrofagos densamente parasitados e
poucos linfécitos. Concluimos que ainfeccdo pelo
virusinfluenciou o recrutamento celular paraolocal
dainfeccéo pelo parasita.

Utilizando o modelo experimental de L.
amazonensis, demonstramos também o efeito
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protetor in vivo de umalectinaobtidade Canavalia
braziliensis em camundongos BALB/c(2.
Observamos que essalectinafoi capaz dereduzir as
lesbes derivadas da infeccéo pelo parasita e
observamos também que este mecanismo ndo era
mediado por | FN-y, umavez queaneutralizacdo com
anticorpos anti-lFN-y ndo alterou a protecao
conferidapelalectina

O Modeo Experimental delnfeccdo I ntradérmica

A transmissdo da Leishmania ocorre quando o
inseto vetor (flebGtomo) realiza o repasto sangiineo
no hospedeiro vertebrado e, nesse momento,
injeta os parasitas (1-1.000 promastigotas)
juntamente com sua saliva. Na tentativa de
reproduzir a biologia da transmisséo da
Leishmania, Belkaid et al.*® desenvolveram um
model o intradérmico de infecgdo com L. major.
Nesse modelo, pequenas doses do parasita
(1.000) séo inoculadas na derme da orelha de
camundongos, empregando-se uma seringa de
insulina. O racional por tras dainoculagdo do
parasita naderme do camundongo reside no fato
de que esse € o local onde a infec¢éo ocorre
naturalmente. Além disso, apele possui célulase
estruturas especializadas e mais bem adaptadas
pararesponder aos ataques por microorgani Smos.
Nesse modelo de infecgcéo intradérmica, 0s
padrdes de susceptibilidade e resisténcia de
camundongos BALB/c e C57BL/6,
respectivamente, foram mantidos. No entanto,
guando os parasitas séo inoculados na presenca
dasalivado vetor, como acontece na natureza,
ocorre uma exacerbagdo dramética dainfeccao.
Assim, tanto os camundongos BAL B/c quanto os
C57BL/6 apresentaram |esdes mai ores quando
inoculados com parasitamais salivado vetor, se
comparadas as|esdes desenvolvidas pelosanimais
inoculados com parasitas somente. De fato, os
camundongos C57BL /6 inoculados com parasita
mai s salivando foram capazes de curar aslesdes
dérmicas, diferentemente do que aconteceu

guando amesmainfeccao foi feitanapata, pela
viasubcutéanea 9, Sendo assim, concluiu-se que
a resposta imune decorrente da infecgdo com
parasita mais saliva varia conforme a via de
inoculag&o (intradérmicax subcutanea).

O Modeo Experimental delnfeccdo I ntradérmica
Aplicadoa L. braziliensisea L. amazonensis

Diante dos achados descritos acima, nosso grupo
Interessou-seem desenvolver um model o experimenta
semel hante, empregando L. brazliensis®. Nossos
resultados mostraram que camundongos BALB/c
infectados com 10° parasitas na derme da orelha
desenvolvemumalesdo cuténeanoloca dainoculacdo
(Figura2), eessalesdo € semd hante dguel aobservada
em pacientescom LT: localizada, ul cerada, com bordas
elevadas e fundo necrético ). Ao realizarmos a
andlise histopatol 6gicadalesdo, observamos que o
infiltrado inflamatério consistia de células
polimorfonucleares e de inUmeros macréfagos
parasitados. Nove semanas apdsainfeccdo, momento
em gue seobservao inicio do processo decicatrizagao,
o infiltrado inflamatério consistia de escassos
macréfagos parasitados, cél ulas epitdlidides, poucos
linfécitose plasmacitos (Figura3). Ao examinarmosa
carga parasitéria, observamos que, no sitio de
inoculagéo, o aumento e a diminuicéo dessa carga
ocorrem paralelamente ao aparecimento eacurada
lesdo. Entretanto, no linfonodo drenante daleséo, a
cargaparasitaria permanece constante, ndo havendo
diminuicéo no nlmero de parasitas, mesmo gpdsacura
dalesdo.

Como descrito anteriormente, camundongosBAL B/
cinfectadoscom L. brazlienss, por viasubcutanea
ou por viaintradérmica, apresentam curaespontanea
dalesdo. Essacuraestaassociadaa potente resposta
imune celular do tipo Thl induzida. De fato, ao
examinarmosas citocinas produzidas pelosanimais
infectados, observamos, por citometriadefluxo, uma
forte producéo de | FN-y, tanto por células T CD4+
quanto por células T CD8+. Utilizando o modelo de
infecgdo subcuténea, foi demonstrado quecélulas T
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Figura2. Ainoculagdo deL. brazlienssnadermedaorehade camundongos BAL B/clevaao desenvolvimento
deumal ulcerada. (A) Camundongos BALB/c foram infectados com 10° promastigotas, e o curso do
desenvolvimento dalesdo foi monitorado por dez semanas. Os dados apresentados reportam ameédia+ o erro
padrdo da médiade trés experimentosindependentes, cada um com cinco animais. (B) Fotomicrografiada
orelhade camundongo apds cinco semanas de infeccéo, demonstrando alesdo ul ceradacom bordas elevadase
fundo necrdtico.

A B
1,5

€

E

@ 1,0

0

<o

©

©

o

€ 054

©

€

©
00T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011
Semanas apos a infeccao

Figura 3. Aspectos histol 6gicos das|esdes daorelhaem camundongos BAL B/c infectadoscom L. brazliensis
pelaviaintradérmicadelL. brazliensis. Camundongos BALB/c (cinco por grupo) foram infectados com 10°
promastigotas. As orelhas foram removidas 5 (A) e 9 semanas (B) apés ainfeccéo e foram coradas com
hematoxilinae eosina. (A) Lesdo ulcerada mostrando necrose fibrindide extensa e infiltrado inflamat6rio.
Magnificagdo x 40. (B) A reconstitui¢cdo da epiderme acompanha o processo de cicatrizacdo. Presencade
infiltrado inflamat6rio composto por poucos parasites, cd ulas epitelidides, plasmdécitos e deposicéo de colégeno.
Magnificacdo x 100.
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CD8+, especificas paraLeishmania, sdo encontradas
em maior nimero em animaisresistentes 0. O papel
dascéulasT CD8+ foi recentementereexaminado no
contexto da infecgdo com L. major pela via
intradérmica, efoi possivel demonstrar seu acimulo
na pele e sua capacidade de produzir IFN-y em
resposta ao estimulo com parasitas™. Em nosso
trabalho com L. brazliensis, obervamos que os
parasitas permanecem no linfonodo drenante, apesar
do desenvolvimento de umarespostaimune celular
capaz dediminar alesdo. Vaeressdtar queresultados
similaresforam encontrados nos ensaiosdeinfecgdo
comL. brazliensspeaviasubcuténea(M.J. Teixeira,
resultados ndo publicados). Esses achados sugerem
gueo parasitaé capaz de“ escapar” darespostaimune
desenvolvida pelo hospedeiro, ou este desenvolve
Imunossupresao e, consequentemente, assegura a
permanénciado parasita. Jafoi demonstrado quetanto
0 homem quanto camundongos sio capazes de manter
parasitas no tecido linféide apdsacuraesponténeaou
apéso tratamento 44149, No model o deinfeccdo com
L. major pela via subcutanea, a persisténcia dos
parasitasfoi associadaaosfibroblastos do linfonodo,
gue, comparados aos macréfagos, apresentam uma
capacidade reduzida de eliminar a Leishmania
intracel ular. Osfibroblastos atuariam como um “ porto
seguro”, albergando o parasita durante a infecgéo
cronica®®. Por outro lado, aparticipacéo decélulas
T regulatoriastambém foi associadaapersisténciade
L. major em camundongosres stentes 4%, Ascéulas
T regulatdriassuprimem aagdo dascélulas T efetoras
por meio daproducéo decitocinascomoIL-10e TGF-
B “9. Nainfeccdo por Leishmania, a presenca de
células T regulatdrias pode controlar apatogénesea
partir dapresencadecitocinas antiinflamatoriase, ao
mesmo tempo, pode assegurar aimunidade contraa
reinfecgdo pela constante estimulagéo antigénica.
Nesse sentido, observamos que camundongos
infectadoscom L. brazliensispelaviaintradérmica
sS40 resistentes a um desafio com o parasita. Nesse
momento, estamosavaliando qua o papel dascélulas
T regulatbriasnessaresisténcia.

Com relacdo ainfeccdo de camundongosBALB/c
com L. amazonensis pelaviaintradérmica, sabe-se

gueotamanho doindeuloinfluenciao desenvolvimento
deumalesdo e suapossivel progressao até ulceracdo
e necrose %, Além disso, camundongos BALB/c
infectados com L. amazonensis sdo incapazes de
controlar umareinfecgdo, ao contrério decamundongos
BALB/cinfectadoscom L. major. Essaincapacidade
estdassociadaao desenvol vimento de umaresposta
ceularmistaThl/Th2.

O Modelo Experimental dePrimatas

Os primatas do Novo Mundo s80 suscetiveis a
infeccdo por L. brazliensis®?. A infeccdo do macaco
Rhesus com L. amazonensis @® resulta no
desenvolvimento de doenca semel hante aque ocorre
no homem (lesdo cuténea com curaespontaneae
resisténcia a infeccdo homédloga). Mais
recentemente, Teva et al.“® desenvolveram um
modelo de infeccdo de macacos Rhesus com L.
braziliensis quefacilita o estudo daleishmaniose
mucosa. Nesse estudo, os animaisforam injetados
pelaviaintradérmicae desenvolveram lesdes que
variaram em severidade, desde lesdo cutanea
localizada até lesdes que ndo curaram. Um dos
animais infectados desenvolveu lesdes dérmicas
metastaticas persistentes e lesdbes mucosas.
Observou-se apresencatanto de anticorpos anti-
L eishmaniaquanto de umarespostaimune celular.
Umavez que arespostagranulomatosainflamatoria
encontradanos macacosinfectadosfoi smilar aquela
encontradaem pacientes com |eishmani ose cuténea,
conclui-se que esse model o pode ser bastante Util
tanto no estudo da patogénese da |leishmaniose
quanto nos estudosrel acionados ao desenvol vimento
devacinas.

Em concluséo, a utilizacdo de camundongos e
primatas como modelos experimentais de
| ei shmani ose vem el ucidando pontosimportantes
relacionados ao desenvol vimento da doenca e da
resposta imune subsequente. Esses modelos
permitiram avaliar o papel dos diferentes
componentes da resposta imune; e os achados
resultantes de tais estudos tém permitido a
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visualizacdo de novas estratégiasterapéuticase de
novos candidatos avacinas. O modelo classico de
resisténciae susceptibilidade, proposto apartir dos
ensaios com L. major, permitiu-nos compreender
a sintonia que existe entre resposta imune e
patogénese. No entanto, resta o desafio de
compreender como a L. braziliensis e a L.
amazonensi s, espéci es que causam um espectro de
doencas no homem, se comportam diante desse
paradigma. A utilizagdo dosmodel osditos* naturais’
detransmissdo (infeccdo intradérmica, presencada
saliva do vetor) nos permitir4 avancar nesses
conhecimentos de maneiramaisfiel abiologiada
relacdo patdgeno-hospedeiro.
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