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D0 PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA HUMANA E EXPERIMENTAL

AVALIAGAO DA IMUNIZACAO DE HAMSTERS COM PLASMIDEOS QUE CODIFICAM COMPONENTES SALIVARES
DE LUTZ0MYU LONGIPALPIS (LIM19) E/OU ANTIGENO PARASITARIO (KMP11) CONTRA A INFECCAO COM
LEISHMANUA ClAGAST

PLASMIDS ENCODING FOR LUTZOMYIA LONGIPALPIS SALIVARY COMPOUNDS AND KINETOPLASTID MEMBRANE
PROTEIN (1 PARTIALLY PROTECTS HAMSTERS AGAINST LEISHMANLA CHAGASIINFECTION

Robson Amaro Augusto da Silva
Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Poés-graduacao em Patologia Humana e Experimental da FMB-UFBA
C-elo: robson.amaro@gmail.com.br

Hamsters tém sido utilizados como modelos experimentais visando compreender os mecanismos de respostas
imunes contra espécies de L eishmania do complexo donovani. Estes modelos sdo capazes de reproduzir muitas das
manifestagdes clinicas da leishmaniose visceral humana. Estudos recentes demonstraram que a imunizagao de
hamster scom plasmideos codificantespara proteinassalivares (L JM 19) de Lutzomyialongipalpis, vetor deLeishmania
chagasi, bem como antigenos par asitarios (KM P11) protege hamsters contra um desafio letal com L. chagasi. Neste
trabalho, hamsters foram utilizados para avaliar o efeito protetor contra uma infeccéo por L. chagasi utilizando
imunizacéo com os plasmideos que codificam as proteinas LIM19 e KM P11 administrados em conjunto. A
imunizacéo com os plasmideos induziu a producéo de I FN-\ nos linfonodos drenantes do local das imunizagdes
guando os animais foram avaliados 7, 14 e 21 dias ap6s a Ultima imunizacdo. Uma vez imunizados e desafiados
com L. chagasi mais saliva do vetor, os animais mostraram maiores relagées |FN- \/IL-10 e IFN- VTGF-a nos
linfonodos drenantes quando mensuradas 7 e 14 dias ap6s o desafio. Quando avaliados 2 e 5 meses ap6s o desafio,
0s animais imunizados mostraram menor es car gas par asitarias no baco e no figado e maiores relagdes | FN- \/IL -
10 e IFN- VTGF- a no baco 2 meses ap6s o desafio. Além disso, os hamsters imunizados apresentaram maior
conservacado da arquitetura histolégica do baco e do figado nos tempos avaliados e ndo desenvolveram disturbios
hematoldgicos quando comparados com animais controles sadios. Contudo, efeito protetor adicional pela
imunizacéo com osdifer entes plasmideos administrados em conjunto ndo foi observado em relagcdo asimunizagdes
com os plasmideos separ ados. Compar agdes entrer otasde administracéo de plasmideosforam estudadas utilizando
asviasintradérmicaeintramuscular. Osgruposdeanimaisquereceberam aimunizagédo intradérmica apresentaram
uma protegdo mais prolongada quando compar ados aos animaisimunizadosintramuscular mente. Estesresultados
mostram que apesar da combinagéo de plasmideosnao induzir maior protecdo que osplasmideos separados, aviade
imunizacgdo intradér mica pode conferir uma protecdo maisduradouraquando comparada com aimunizagédo pelavia
intramuscular.

Palavras-chave: Hamster. Leishmania chagasi. L eishmaniose visceral. Saliva. Plasmideos de cDNA. Protegao.

Hamsters are able to reproduce many clinical features observed in human visceral leishmaniasis. This model has been
largely used aiming to understand the immune responses against Leishmania donovani complex species. Recent reports
have shown that hamster immunization with plasmids encoding for L. longipalpis salivary gland proteins (LJM19) and
plasmids encoding for Leishmania parasite antigens (KMP11) can protect these animals against a mortal challenge with
Leishmania. I n thisstudy, hamsterswere used to evaluate the existence of additional protection by immunization with these
two plasmids administrated together. Plasmidsinduced | FN-\ production in draining lymph nodes of immunization site 7,
14 and 21 days after the last immunization. Evaluation of immunized and challenged hamsterswith L. chagasi plus SGS
from vector 7 and 14 days after the challenge showed an enhancement of IFN- VIL-10 and IFN- VTGF-a in draining
lymph nodes. Two and five months after challenge, immunized animals showed lower parasite loadsin liver and spleen
and higher IFN- VIL-10 and IFN- VTGF-a relations in the spleen two months after challenge. Moreover, immunized
hamsters showed higher liver and spleen morphological preservation and did not develop hematological changes five
months after the challenge when compared to healthy control animals. Additional protection was not observed in
immunization with plasmids administrated together. Comparison between intradermal and intramuscular route of
administration of plasmidswasevaluated. | ntradermally immunized animals showed alonger protection than intramuscular
immunized hamsters. These results show that although plasmids injected togheter do not induce higher protection than
plasmids administrated separately, the intradermal route produce a longer protection than intramuscular route of
immunization.

Key words: Hamster. Leishmaniachagasi. Visceral leishmaniasis. Saliva. DNA plasmids. Protection.

www.gmbahia.ufba.br



178 Alunosdo PPgPHE-UFBA Gaz. méd. Bahia2008;78(2):158-194

PARTICIPACAO DOS RECPTORES KAPPA-OPIOIDES CENTRAIS NO CONTROLE DA GLICEMIA EM
RATOS SUBMETIDOS A JEJUM E ESTRESSE DE CONTENCAO

PARTICIPATION OF BRAIN KAPPA-OPIOID RECEPTORS IN THE CONTROL OF BLOOD GLUCOSE CONCETRATION IN
FASTED RATS SUBMITTED OR NOT TO RESTRAINT STRESS

Dina Barros de Souza
Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pés-graduagao em Patologia Humana e Experimental da FMB-UFBA
C-elo: dinabarros@ig.com.br

O sistema opiatérgico central participa, assm como outros sistemas neuronais, no controle da glicemia. O presente
trabalhofoi desenvolvido parainvestigar aparticipacao doreceptor opiatérgico central dotipokappanadgliorregulagédo de
ratos submetidos a jgjum. Foram utilizados ratos Wistar machos (200 a 250g) submetidos a cirur gia de ester eotaxia com
canulagd@o do terceiro ventriculo cerebral. Um dia antes da sessdo experimental, os animais foram submetidos a
cateterizacdo da veia jugular externa direita para coletas sanguineas seriadas nos tempos 0,30,60,90 e 120 minutos. As
amostras sanguineas, apos centrifugacado, foram utilizadas par a dosagem da glicemia eda insulina. Depois da coleta basal
(tempo 0), foram administrados por via intracer ebroventricular asdrogas ICl 199.441 (agonista seletivo dos receptores
kappa-opidides) e nor-binaltorfimina (antagonista seletivo dosr eceptor eskappa-opidides). Injecao | Cl 199.441 promoveu
aumento significativo nos niveis glicémicos dos ratos submetidos a 18 horas de jgjum, quando comparado com as
concentragdes plasméticas de glicose de animais controles que receberam salina isotonica. O pré-tratamento com o nor-
BNI reverteu o resultado obtido pela administragéo do agonista kappa-opidide. A administracéo da nor-binaltorfimina
isoladamente ndo promoveu alter agdes significativasna glicemia dosratos. O nor-BNI também nao foi capaz de diminuir
a hiperglicemiainduzida pelo estresse de contegao. As concentr agdes plasméticas deinsulina dosratos que receberam | Cl
199.441 néo sofreram mudangas significativas quando comparado com os niveis plasmatico de insulina de animais
controles. Diante destes resultados, sugere-se que 0s receptor es kappa-opidides centrais ativam mecanismos que levam
a0 aumento nas concentragdes plasméticas de glicose em animais submetidos a jgyum. Além disso, o componente kappa-
pidide central parece ndo ser importante na resposta hiperglicémica induzida pelo estresse de contengéo.
Palavras-chave: Receptor s kappa-opidides. Glicemia. Estresse.

The brain opiatergic system may play a fundamental role in the control of glucose homeostasis. In the present paper, we
investigated therole of brain kappa-opioid receptorsin the control of blood glucoselevelsin fasted rats. Wistar malerats (200-
250 g) underwent stereotaxic cannulation of thethird ventricle. To allow blood sampling, theanimalshad ajugular catheter
implanted the day before the experimental sessions. Plasma samples were collected for measurement of glucose and insulin
concentrations. Opioid drugs (1Cl 199.441) selective kappa-opioid agonist and nor-binaltorphimine, specific kappa-opioid
antagonist) wereinjected into thethird ventricle. The central administration of | Cl 199.441 induced asignificantincreasein
plasmaglucoselevelsin rats submitted to fatsfor 18 hours, ascompared to adrug-free control group. Pretreatment with nor-
binaltorphimine reverted the hyperglycemic effect observed after the kappa-opioid agonist administration, while the central
injection of thekappa-opioid antagonist alonewasunableto changethe hyperglycemicresponsetorestraint stress. Furthermore,
plasma insulin levels were not modified by the central injections of | Cl 199.441. It is suggested that central kappa-opioid
receptorsactivatemechanismstriggering theincreasein blood glucoselevelsin fasted rats, and that the hyperglycemic response
torestraint stressin these animals seemsto rely on mechanismsthat arenot related to central kappa-opioid components.
Keywords: Kappa-opioid receptors. Glucose. Stress.

ISOTIPOS DE ANTICORPOS ANTI-LEISHMANIA NO SORO E EXPRESSAO DE CITOCINAS NO BAGO DE
CAES NATURALMENTE INFECTADOS COM LEISHMANIA (INFANTUM) CHAGASI

ANTI-LEISHMANIA ISOTYPES ANTIBODIES IN THE SERUM AND CYTOKINES EXPRESSION IN THE SPLEEN OF
DOGS NATURALLY INFECTED WITH LEISHMANUA (INEANTUMD) CHAGAST

Juliana Coelho Santos
Dissertacao de Mestrado apresentada ao Programa de Pés-graduacao em Patologia Humana e Experimental da FMB-UFBA
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Nesteestudofoi analisadaadistribuicdo deisotiposdeimunoglobulinas|gG1, |gG2 el gE envalvidasnarespostaa Leishmania
no soro e a expressdo de mRNA para IFN-y e IL-4 in Situ no bago de cées naturalmente infectados com L. chagas com
diferentesperfisdesusceptibilidadeou resisénciaadoenca. A atividade séricadeanticor posdoisotipo 1 gG1 contralL eishmania
tendeu a ser maior nos animais com teste cuténeo da L eishmanina negativo e com parasitisno esplénico (grupo infectado
potencialmente susceptivel, 0,424 + 0,401) que nos outros grupos. com teste cuténeo da L eishmanina positivo e auséncia de
parasitismo esplénico (grupo infectado potencialmente resistente, 0,226 + 0,114), ou com ambosteste cuténeo da L eishmanina
e cultura esplénica postivos (grupo em fase indeterminada da doenga, 0,234 + 0,125) ou com ambos os par ametr os negativos
(grupo potencialmente néo infectado, 0,159 + 0,044). Essa diferenca nao foi, contudo estatisticamente significante (ANOVA,
p=0,1450). | gG2 especifica anti-Leishmaniafoi maior (ANOVA p=0,0001) no gr upoinfectado potencialmente susceptivel (1,324
+0,322) quenosdemaisgrupos. em faseindeterminada da doenga (0,930 + 0,383, p=0,05), infectado potencialmenteresistente
(0,916 + 0,401, p=0,05) e potencialmente nédo-infectado (média 0,299 + 0,151, p=0,001). Foi também maior nos grupos
infectado potencialmenteres stenteecominfecgdo em faseindeterminada queno gr upo deanimaispotencial mentenéoinfectado.
Nao houvediferencasentreosgrupos (ANOVA p=0,4) nosresultados séricosde | gE anti-Leishmania; o grupo potencialmente
susceptivel (0,749 + 0,485) tendeu a apresentar valores médios mais elevados que os grupos potencialmente resistente (0,518 +
0,161), ou com doenca em fase indeterminada (média 0,591 + 0,331) ou potencialmente ndo infectados (0,530 + 0,121), essas
diferencasforam intensificadas pela alta atividade de anticor pos doisotipo | gE anti-Leishmania em um dentre os 11 animais
examinados, ndo sendo etatisticamente sgnificante (ANOVA, p=0,4668). Nao foram observadas diferengas na expressio de
MRNA paralFN-yelL-4nobagodeanimaisnéoinfectadosou naturalmenteinfectadoscom L. chagas com (a) teste cuténeo
da Leishmanina positivo e cultura esplénica negativa ou com (b) teste cuténeo da L eishmanina negativo e parasitismo
esplénico. Observou-se uma preponderancia de anticorpos da subclasse 1gG2 em animais com parasitismo esplénico
independente da resposta ao teste cuténeo da L eishmanina. Tais resultados sugerem que a polarizagao da resposta imune a
Leishmania pode variar em diferentes compartimentos como sangue e bago.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina. Regulagdo imune. Leishmania chagasi.

Weanalyzed thedistribution immunoglobulin isotypes1 gG1, 1gG2 and | gE involved in theresponseto Leishmaniaand themRNA
expresson for IFN-yand I L-4 in Situ in the spleen of dogs naturally infected with | gG1 antibody anti-Leishmania serum activity
washigher in animalswith negative L eishmanin skin test and splenic parasitism (infected and potencially susceptibleto VL group,
0,424+ 0,401) than in other groups: positive Leishmanin skin test and negative splenic parasitism (infected and potentially resistant
toVL group, 0,226 +0,114), or both positive Leishmanin skin test and d penic parasitism (infected with undefined susceptibility status
group, 0234 + 0,125) or both negative parameters (non-infected group, 0159 + 0,044). Thisdifference however wasnot satistically
significant (ANOVA, p=0145). Specific | gG2 anti-Leishmaniawashiger (ANOVA p=0,0001) in infected and potencially susceptible
to VL group (1,324 + 0,322) than in the other groups: infected with undefined susceptibility status (0,930 + 0,383, p=0,05), infected
and potenciallyresstantto VL (0,916 + 0,401, p=0,05) and non infected group (0,299 + 0,151, p=0,001). Wasalso higher in infected
and potenciallyresistant to VL andinfected with undefined susceptibility statusgroupsthan in group of non-infected animals. There
was no significant differences (ANOVA p=0,4) between different groupsin seric IgE anti-Leishmania, infected and potencially
susceptibleto VL group (0,749 + 0,485) showed media higher than in infected and potencially resistant to VL group (0,518 + 0,161),
or ininfected with undefined susceptibility statusgroup (0,591 + 0,331) or non-infected group (0,530+ 0,121), thesedifferenceswere
intengified for the higher 1gE antibody activity in one between 11 examined animals, although thiswas not statistically significant
(ANOVA, p=0,4668). There was no differencein IL-4 or IFN-ymRNA expression in the spleen among groups of animals non-
infected or naturally infected with L. chagas, with (a) strong LST and negative spleen culturefor the parasite or with (b) negative
LST and parasitein the spleen We could observe an interesting preponderance of antibodiesfrom the 1gG2 classin animalswith
splenic parasitismindependently of the LST reponse. Our resultssuggest that the polarity of immuneresponseto Leishmaniamay
vary in different compartmentssuch asblood and spleen.

Key words: Visceral canineleishmaniasis. Immune regulation. Leishmania chagasi.

LINFOMA B DIFUSO DE GRANDES !}ELIJLAS COM DIFERENCIACAO PLASMOBLASTICA: ASPECT0S
CLINICOS, CARACTERIZACAO CLINICA, MORFOLOGICA B IMUNO-HISTOQUIMICA

PLASMABLASTIC DIFFUSE LARGE B—CELL LYMPHOMA: CLINICAL, MORFOLOGIC AND IMMUNOHISTOCHEMISTRY FEATURES

Carlos Alberto dos Santos Silva
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Os linfomas B difusos de grandes células plasmoblasticas (LBDGC-LP) constituem um grupo heterogéneo de

doencas com curso clinico agressivo, descritos inicialmente em pacientesHIV+. O LP tem sido associado a infecgao
pelo Herpes virus tipo 8 em pacientes HIV+ e esses linfomas tém sido observados em pacientes HIV (-). Varias
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entidades tais como plasmocitoma anaplasico (PA) e pouco diferenciado (PPD) exibem uma super posi¢ao morfoldgica e
imuno-histoquimica com os LP, principalmente quando estdo em localizagao extra-6ssea. O objetivo deste trabalho é
contribuir para o diagnéstico diferencial das neoplasias linféides com diferenciacdo plasmocitéide. Metodologia: foram
revisados 154 casos de diagnosticados como Plasmocitomas, LBDGC, LBDGC-PL e Linfomas de pequenas células com
diferenciacdo plasmocitéide (L PC-P) dos ar quivos de um centro der efer éncia em oncologia. Foram selecionados 34 casos
com padr &o plasmocitéide/plasmoblastico, confirmados por imunoistoquimica. Foram utilizados os seguintesmar cador es:
CD20,vS38c, CD56, CD79a, Mib, Lana-1 (HHV-8), Kappae L ambda. Oscasosforam analisados e classificadosem quatro
gruposmorfoldgicos. Plasmocitomasbem diferenciados(PBD); PPD; PA/L P; L PC-P. Resultados: OsPBD tinham localizagéo
Ossea predominante e em 2/3 deste havia Mieloma associado, enquanto os L P tiveram apresentacdo nodal e visceral em
82% dos casos. A positividade para CD56 ocorreu predominantemente nos PBD (p= 0,04). Em um caso de LP/PA houve
CD56 forte. A sobrevida foi significativamente menos nos casos de L P/PA. Nenhum dos casos mostrou positividade para
LNA-1 (HHV-8). A associagdo com HIV foi observada em um caso de LP. Conclusdo: A forte expressdo de CD56 nos
plasmocitomas sugere que este sgja Util no diagnostico diferencial. A sobrevida foi significativamente menos nos LP. A
expressao de Lana-1 (HHV-8) foi negativa em todos os casos de Linfomas e Plasmocitomas, refutando a hipétese de que
alguns Linfomas Plasmoblasticos representem a variante stlida do Linfoma de Efusdo Priméario na nossa série.
Palavras-chave: Linfoma Difuso de Grandes Células. Plasmocitoma. HHV-8.

Plasmoblastic lymphoma (PL) isa heterogeneous group of diseaseswith a agressive course, first descriptin HIV patients.
Theselymphomas have benn associeated with HerpesVirus8 (HHV-8) in patientsHI V positive and cases of PL was descript
in HIV nagetive patients. Several entities such a Anaplastic Plasmacytomas (AP) show morphologic featureslikeit, mainly
when located in extramedullary sites. Materialsand Methods: Our objectiveisadded contribution to clarify thedifferential
diagnostic betwenn these entities. We reviewed 154 cases named as Plasmacytoma, Difffuse Large B-cell Lymphoma,
Plasmablastic Lymphoma and Linfoplasmacytic Lymphoma of an cancer reference center. We selected 34 cases with
plasmablastic or plasmacytic featureswith monoclonality for lambda or kappa and VVS38c positive. Then we repetead CD20
and classifiedin: well differentiated plasmacytoma (PBD), poorly differentiated plasmacytoma (PPD), LP/AP asmall cells
lymphomaswith plasmacytic features (LPP-C). Results: The PBD hasbonelocation and was associated with Mielomain
2/3 pf patients, while PL has nodal or visceral location in 82% of patients. The positively for CD56 was accepted in
Plasmacytomas (p=0,04). One patient wiht PL/PA showed reactivity for CD56. No patient reacts with Lana (HHV-8).
Conclusions. CD56 was a good marker for well differentiated plasmacytoma (BPD) and can be useful in differential
diagnostic. The PL survival was shorter than other diseases studied. All patients tested by L ana was negative, oppose the
conjecturethat some Plasmablastic Lymphomasin our seriesmaybe representssolid variant of Primary Effusion Lymphoma.
Keywords: Diffuselarge B-cell lymphoma. Plasmacytoma. HHV-8.

APLICAGAO DOS MODELOS EXPERIMENTAIS DE CAMUNDONGOS TRANSGENICOS E RATOS NO ESTUDO
DA INTERAGAO LEPTOSPIRA-HOSPEDEIRO

APPLICATION OF EXPERIMENTAL MODELS OF RATS AND TRANSGENIC MICE ON THE STUDY OF HOST-
LEPTOSPIRES INTERACTION

Daniel Abensur Athanazio
Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-graduacao em Patologia Humana e Experimental da FMB-UFBA
C-elo: dathanazio@bahia.fiocruz.br

A leptospirose € uma zoonose deimportancia global. Em nosso meio, a doenga associa-se as condigdes de saneamento
precario e pobreza. Sua patogenia permanece pouco compreendida sendo ainda necessario o desenvolvimento de
modelos experimentais que esclarecam os mecanismos de disseminacao e colonizacdo da leptospira nos tecidos do
hospedeiro, bem como a avaliacéo de determinantes da susceptibilidade e resisténcia do hospedeiro a doenca.
Diver sos modelos experimentais ja foram utilizados no estudo da leptospir ose e, especificamente, dois deles foram
pouco explorados, incluindo o modelo do rato (Rattus norvegicus), principal hospedeir o de leptospiras patogénicas e
protétipo de resisténcia a doenca aguda letal, e o modelo murino, que ofer ece a vantagem de amplas possibilidades
para estudos genéticos e imunolégicos. Material e M étodos: Foi estabelecido o modelo de colonizagao, avaliagao das
lesbes associadas a este processo e tempo de persisténcia das leptospiras nos rins. O modelo de ratos foi utilizado
para o estudo da cinética de disseminacao de leptospiras do primeiro até o nono dia da infecgéo experimental. Além
disso, foram realizados estudos comparativos das lesdes renais observadas em ratos de laboratério com aquelas
presentes em ratos da mesma espécie capturados em Salvador, com e sem evidéncia microbioldgica de infecgéo. Foi
avaliado ainda o papel de citocinas através da infecgdo experimental de camundongos selvagens e com deficiéncias
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genéticas especificas. Os animais transgénicos usados foram da linhagem C57BL 6, deficientes para os genes do
receptor Rp55 do fator de necrose tumoral alfa (TNFRKO) ou do interferon gama (IFNKO), e BAL B/c deficientes
para o gene da interleucina 4. Resultados e Conclusdes: Os resultados comprovam a reprodutibilidade da infecgéo
renal persistente eresisténcia de ratos a doenga aguda letal. A disseminacéo é ampla nostecidos até o quinto dia da
infecco sendo seguida por persisténcia seletiva nos rins, semelhante ao que é descrito em outros modelos de
animais susceptiveis a leptospirose. Uma nefrite intersticial discreta € o Unico achado que pode ser atribuivel a
infeccdo por leptospiras, visto que é a Unica reprodutivel experimentalmente. A deficiéncia especifica dos genes
estudados tem pouco efeito sobre o curso da infecgéo experimental em camundongos. A maior gravidade da nefrite
intersticial nos animais C57BL6 TNFRK O sugere que esta é uma lesdo residual provavelmente secundaria ao
menor controle da disseminacao precoce de leptospiras na auséncia desta via da imunidade inata. A linhagem
C57BL 6 apresenta alteracdes inflamatorias renais com maior freqiiéncia do que a BALB/c. Isto indica que
camundongos C57BL 6 devem ser priorizados em estudos genéticos na leptospir ose experimental por permitir um
segundo desfecho a ser avaliado, além da sobrevida.

Palavras-chave: Leptospirose. Rattus norvegicus. Camundongos transgénicos. Modelo de animal experimental.
Patogénese.

Leptospirosis is a widespread zoonosis of global importance. It is associated with poor sanitation and poverty in our
environment. The pathogenesis of leptospirosisispoorly understood and recent interest emerged on modelsthat may allow
studies on dissemination, colonization and determinants of susceptibility to disease. Many animal models have been
appliedtothe study of leptospirosisand two poorly explored models have been rats (Rattus norvegicus), the most important
reservoir in urban settings and the prototype of resistant host, and the murine model that has the advantage a broad
availability of genetic and immunologic toolsfor basic studies. Methods: A model of persistent colonization was established
in rats evaluating related subclinical lesions and persistence of renal infection. This model was applied for the original
investigation of early dissemination of leptospiresin a resistant host from the first to the ninth day after experimental
infection. We also compared renal lesions of chronically infected laboratory rats, sacrificed after a period of one month or
later, with captured urban Rattus norvegicus stratified by the presence or absence of active renal infection. The role of
important cytokine from different immunity branches was investigated by the experimental infection of wild-type and
knockout mice. Thetransgenic animalsused in thisstudy were: tumoral necrosisfactor receptor Rp55 knockout (TNFRKO)
or gamma interferon knockout (I FNKO) C57BL 6 mice, and interleukin 4 knockout mice. Resultsand Conclusions: The
results confirmed the marked resistance of ratsto acutelethal disease and thereproducibility of renal persistentinfectionin
thismodel. Thewidedistribution of leptospirosisoccursuntil thefifth day followed by selective persistencein renal tubular
lumens. These features are in accordance with previous observation in susceptible hosts. A mild picture of interstitial
nephritis is the unique feature that can be attributable to leptospiral infection since it is the only lesion that can be
reproduceunder experimental conditions. Thedeficiency of the studied geneshad asmall impact in the course of experimental
infection. Themost severeinflammatory lesionsin TNFRKO C57BL6 mice suggestsresidual featuressecondary to a poorer
control of early dissemination in those animalswith impaired innate responses. The C57BL6 mouse strain exhibitsrenal
inflammatory changesand thissuggeststhat it should be encouraged asthe strain of choicefor genetic studiesof leptospirosis
in transgenic mice since it offers a additional endpoint rather than survival.

Keywords: Leptospirosis. Rattus norvegicus. Knockout. Mice. Animal disease models. Pathogenesis.

AVALIAGAO DO POTENCIAL 0STI_'}06EN100 DE MATRIZES TRIDIMENSIONAIS COLAGENICAS
ANIONICAS, RETICULADAS OU NAO EM GLUTARALDE[DO, NA REGENERACAO DE DEFEITOS
CRITICOS, EM CALVARIA DE RATO

ASSESSMENT OF THE 0STEOGENIC POTENTIAL OF THREE-DIMENSIONAL ANIONIC COLLAGEN
MATRICES RETICULATED WITH GLUTARALDEID AND NON-RETICULATED IN CRITICAL DEFECTS IN RAT
CAIVARIA

Fulvio Borges Miguel
Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-graduacao em Patologia Humana e Experimental da FMB-UFBA
C-elo: fulviomiguel@aluno.bahia.fiocruz.br

O objetivodestetrabalhofoi avaliar histomorfometricamente, por microscopia deluz comum, o potencial osteogénico
de matrizes colagénicas anidnicas, reticuladas ou ndo em glutaraldeido, implantadas em defeitos Gsseos criticos, em
calvéria de ratos. Foram utilizados 76 ratos divididos aleatoriamente para compor quatro grupos. Gl — matriz
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colagénica aniénica com 24h de hidrdlise e 15min de reticulagdo em GA 0,05% (MCAHGA); GIl — matriz
colagénica aniénica com 24h de hidrélise (MCA); GlIl —matriz colagénica neutra, controle positivo (MCN)
e GIV — defeito 6sseo vazio, sem implantacéo de biomaterial, preenchido por coagulo sanguineo, controle
negativo. Osanimaisforam avaliados nos pontos biolégicos de 15, 45, 90 e 120 dias. Osresultados evidenciaram
que os biomateriais implantados nos grupos | e Il foram biocompativeis, embora tenham desencadeado
inflamacg&o croénica granulomatosa discreta e regressiva. Estas matrizes apresentaram velocidade de
biodegradacéo compativel com a neoformacéo 6ssea, a qual se mostrou associada a angiogénese no interior
dasmatrizes, em todos os pontosbioldgicos. No Gl 11, afragmentacdo e biodegradacdo mostr aram-se acentuadas,
pela auséncia detratamento quimico do colageno. A neominer alizacédo evidenciada nosgrupos| ell apresentou
aumento estatisticamente significante ao longo dos tempos. O percentual de mineralizacdo do Gl (87%) foi
estatisticamente diferente daquele encontrado no Gl (66%). Ao compararmos estes percentuais com a
mineralizacdo observada no GIV, notam-se diferencas muito significantes. Neste Gltimo, assim como no
GllIl, a neoformagdo Ossea esteve limitada as bordas do defeito com fibrose na area seccional do defeito.
Conclui-se que as matrizes colagénicas aniénicas apresentaram potencial osteogénico mais evidente nas
matrizes sem reticulagdo em glutaraldeido. Estas matrizes apresentam grande potencial de aplicabilidade
clinica, nas terapias regenerativas 6sseas.

Palavras-chave: Bioengenharia. Regeneracdo 6ssea. Colageno. Glutaraldeido. Rato.

Theaim of this study was to make a histomorphometric evaluation by common light microscopy, of the osteogenic
potential of anionic collagen matrices, either reticulated in glutaraldehyde or not, implanted in critical bone
defectsin rat calvarias. I n thisstudy 76 ratswere used, randomly divided into four groups: Gl —anionic collagenous
matrix with 24h of hydrolysis and 5 min of reticulation in GA 0.05% (MCAHGA); GlI — anionic collagenous
matrix with 24h of hydrolysis (MCA); GllI —neutral collagenous matrix, positive control (MCN) and GIV —empty
bone defect, without biomaterial implantation, filled with blood coagulum, negative control. The animals were
evaluated at the biological pointsof 15, 45, 90 and 120 days. Theresults evidenced that the biomaterialsimplanted
in groups | and |l were biocompatible, although they had set of chronic, discrete and regressive granulomatous
inflammation. These matrices presented a speed of biodegradation compatible with bone neoformation, which was
shown to be associated with angiogenesis inside the matrices at all the biological points. In G |11, fragmentation
and biodegradation were shown to be accentuated by the absence of chemical treatment of the collagen. The
neomineralization evidenced in Groups| and Il presented statistically significant increase throughout the times.
The percentage of mineralization of GlI (87%) differed statistically from that found in Gl (66%). When these
percentages were compared with the mineralization observed in GIV, very significant differenceswere noted. I n the
latter, asin Gl 11, bone neoformation was limited to the edges of the defect with fibrosisin the sectional area of the
defect. It was concluded that the anionic collagen matrices presented more evident osteogenic potential in the
matriceswithout reticulation in glutaraldehyde. These matrices presented a great potential for clinical application
in boneregenerative therapies.

Key words: Bioengineering. Bone regeneration. Collagen. Glutaraldehyde. Rat.

IDENTIFICACAO E CARACTERIZAGAO IMUNOLOGICA DAS PROTEINAS SALIVARES DOS FLEBOTOMOS
PHLEBOTOMUS ARIASI, PHLEBOTOMUS ARGENTIPES, PHLEBOTOMUS PERNICIOSUS B
PHLEBOTOMUS PAPATASI

IDENTIFICATION AND IMMUNOLOGICAL CHARACTERIZATION OF THE SALIVARY PROTEINS FROM PHLEBOTONUS
ARSI, PHLEPOTOMUS ARGENTIPES, PHLEPOTOMUS PERVICIOSUS AND PHLEBOTOMUS PAPATASTAND FLIES

Luiz Fabiano Borges Oliveira
Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-graduacao em Patologia Humana e Experimental da FMB-
UFBA
C-elo: Ifabiano@bahia.fiocruz.br

A Leishmania é transmitida através da picada do fleb6tomo infectado. O fleb6tomo injeta o parasita junto com
0s componentes biologicamente ativos da saliva na pele do hospedeiro durante o repasto sanguiineo.
Camundongos imunizados com extrato de glandula salivar (EGS) ou pré-expostos a picadas de fleb6tomos nao-
infectados sio capazesde montar umarespostaimune anti-saliva que os protege contra ainfecgao pela Leishmania
major. A imunizacéo com as proteinas salivares PpSP15 e M axadilan também protegeram os camundongos do
desafio com Leihmania major. No presente trabalho, nés expandimos o atual repertério de proteinas salivares
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conhecidas adicionando as seqiiénciasdas proteinas salivaresdosflebétomosP. ariasi, P. argentipese P. perniciosus
ao dominio publico. Orto6logos destas proteinas salivares foram documentados pela anélise de arvores
filogenéticas permitindo a identificacdo de proteinas géner oespecificas, espécie-especificas e mais importante,
familias de proteinas comuns entre estes diferentes fleb6tomos. Baseado nesta analise, especulamos que
vacinas baseadas em uma Unica proteina do vetor n&o funcionariam através dos géneros (Phlebotomus vs.
Lutzomyia), mas seriam efetivas dentro do mesmo genus (Phlebotomus) independente da localizac&o geogr &fica.
Adicionalmente, usando imunizagdes com plasmideos que codificam para proteinas salivares de P. ariasi,
caracterizamos as respostas imune humoral e celular, especifica contra as proteinas salivares. Usando esta
mesma metodologia caracterizamos as proteinas salivares de P. papatasi que induzem uma resposta de
hipersensibilidade tardia contra o EGS. Observamos que uma proteina da saliva que induz uma reacéo de
hipersensibilidade tardiafoi capaz de proteger (PpSP15) enquanto outra exacerbou a infeccéo (PpSP44) pela L.
major. Estes dados sugerem que o tipo de resposta imune induzido pelas proteinas salivares podem modular a
imunidade contra a Leishmania. Adicionalmente observamos que a resposta imune anti-saliva pode ser
eficientemente induzida pela quantidade de proteinas salivares injectadas pelos fleb6tomos durante a picada,
mimetizando a forma de transmisséo natural.

Palavras-chave: flebétomos, proteinas salivares, resposta imunoldgica, vacina.

Leishmania parasites are transmitted by the bite of sand flies. The sand fly injects the parasites together
withbiologically active salivary componentsinto the host skin during blood feeding. Mice immunized withsalivary
gland homogenate (SGH) or pre-exposed to uninfected bites were protected against L eishmania major infection.
Immunization with the sand fly salivary proteins PpSP15 and Maxadilan also protected mice from L. major
infection. Here, we expand the current knowledge on therepertoire of salivary proteins adding the sequences of the
salivary proteins of P. ariasi, P. perniciosus and P. argentipes to the public domain. Orthologues of these salivary
proteins were documented by phylogenetic analysis allowing usto identify genus-specific proteins, species-specific
proteins and, more importantly, protein families common among these different sand flies. We observed that a
vaccine based in a unique vector protein most likely would not work across genus (Phlebotomus vs Lutzomyia) but
very likely work in the same genus (Phlebotomus) disregarding to geographic localization. Moreover, using DNA
immunization coding to the salivary proteins of P. ariasi weinvestigated the cellular and humoral specificimmune
responses directed to the SGH. Using the same methodol ogy we wer e able to identify the salivary proteinswithin the
saliva of the sand fly P. papatasi that induced a delay-type immune response. We found that one salivary protein
protected (PpSP15) while another exacerbated (PpSP44) L. major infection, suggesting that the type of immune
response induced by specific salivary proteins can prime and direct anti-Leishmania immunity. Additionally, we
were able to detect a specific recall response in the vaccinated animals after bites of uninfected sand flies. This
work validates the powerful protection that can be acquired through vaccination with the appropriate salivary
molecule and more importantly, showsthat this protectiveimmune responseis efficiently recalled by sand fly bites,
the natural route of transmission.

Key words: Phlebotomus, salivary proteins, immunological ,vaccine.

ESTUDO DA RESPOSTA IMUNE NA INFECCAO PELO VIRUS DA HEPATITE ¢ (VHO)
EVALUATION OF THE IMMNUE RESPONSE DURING HEPATITES VIRUS € (HCV) INFECTION

Maria Alice Sant’Anna Zarife
Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-graduacao em Patologia Humana e Experimental da FMB-UFBA
C-elo: mzarife@bahia.fiocruz.br

Os mecanismos da resposta imune que ocorrem nos estagios iniciais da infeccao pelo VHC em humanos
ainda n&o estdo totalmente esclarecidos. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a resposta imune em
doadores de sangue soropositivos para o VHC (VHC*) separados em grupos de nédo virémicos (VHC*/") e
virémicos (VHC*/*) e comparar os resultados com aqueles observados no grupo controle de ndo-infectados
(NI). As citocinas foram dosadas no soro pelo Kit CBA (cytometric bead array; BD) e os marcadores de
superficie celular foram determinados nas células mononucleares do sangue periférico por analise de
citometria de fluxo. Foram observadas freqiiéncias aumentadas de altos produtoresde|L-1B e IL-8 no grupo
VHC+/-, enquanto um aumento nas freqiiéncias de altos produtores de IL-6, IL-10 e IL-12 foi observado no
grupo VHC*/*. Destaca-se um aumento seletivo na frequiéncia de altos produtores de IL-1B no grupo VHC*/-
com teste confirmatério para o anti-VHC (RIBA) indeterminado, enquanto um aumento na freqiéncia de
altos produtores para | L-8 foi restrito ao grupo VHC*/-com RIBA positivo, que também apresentou além do
aumento na freqiiéncia de altos produtores para alL-4, freqliéncias aumentadas de altos produtoresde | L -6,
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IL-10 elL-12, como no grupo VHC*/*. Adicionalmente, foram observados niveis aumentadosde IL-6, IL-10 e
IL-12 particularmenteno grupo VHC*/*com cargaviral baixa. Um achado muito importante foi o aumento dos
niveisde IL-1B, IL-8 e TNF-a no grupo VHC*/* com valores normais de alanina-aminotransferases (ALT),
enquanto niveisaumentadosde | L-2 e | FN-y foram observados no grupo VHC*/*com valores elevados de ALT.
Foi observado ainda que, apesar de ndo haver modificactes no perfil hematolégico nos dois grupos estudados,
niveis aumentados de células préNK (CD3 CD16* CD56) e diminui¢cdo das células NK maduras (CD3 CD16*
CD56*) foram car acteristicas da imunidade inata no grupo VHC*/-. Apesar de ambos os grupos VHC* apresentarem
altos percentuaisde célulasNK CD568r9t, esta populagédo foi particularmente mais elevada no grupo VHC*/*com
carga viral baixa. Um aumento da fregiiéncia de células NKT2 foi também particularmente observado neste
mesmo grupo. Um aumento da freqiiéncia de células T CD4* ativadas (CD4* HL A-DR*) foi uma car acteristica
distinta do grupo VHC*/-, enquanto o aumento do percentual de células B (CD19*) e de células CD19* CD86*
foram asprincipaiscaracteristicasdo grupo VHC*/*, particular mente naqueles apr esentando carga viral baixa.
Apesar das células CD4+* CD25"9" estar em elevadas em ambos os grupo VHC*, o aumento desta subpopulacéo de
células T regulatérias (Treg) foi predominantemente observado no grupo VHC*/* que apresentava baixa carga
viral. Um aumento paralelo das células CD4*CD25"9" com células pré-NK e células T CD4* ativadas foi
observado no grupo VHC*/-, enquanto um aumento paralelo dascélulastreg e células B, caracteristicado grupo
VHC+/+, foi seletivamente encontrado naqueles com carga viral baixa. Finalmente, o resultado do presente
trabalho sugere que as citocinas proé-inflamatérias (IL-1B/IL-8/ TNF-a) relacionadas principalmente com a
resposta imune inata, estao associadas com eventos protetor es, enquanto as citocinas IL-2 e | FN-y, associadas
com o perfil deimunidade adaptativa citotéxica, devem estar maisligadas com o aumento deALT, biomarcador
de lesdo hepética. Adicionalmente, os dados do presente trabalho indicam que as células NK CD568rign,
juntamente com as células pré-NK e células TCD4* ativadas em paralelo com as células T regulatérias podem
ter um papel importante no controle da viremia na infeccéo pelo VHC. Além disso, enquanto a baixa carga viral
do VHC parece estar associada com o aumento de células NK CD56° 9" e resposta de células B em paralelo com
as células T regulatorias.

Palavras-chave: VHC. Doadores de sangue. Citocinas. Niveis de ALT. Células NK e NKT. Células T ativadas.
Células B. Células CD4*CD25"idh,

The complete mechanism underlying theimmunological eventsin early stages of HCV infection in humansis poorly
understood. Theaim of thiswork wasto characterize theimmuneresponsein HCV seropositive (HCV*) blood donors,
including non-viremic-HCV*- and viremic-HCV**, in comparison with HCV-seronegative-N| blood donors.
Cytokine levels were measured in serum by the cytometric bead array test (BD) and cell surface markers of
mononuclear cellsfrom peripheral blood were determined by Flow Cytometric Analysis. Our findings demonstrated
enhanced frequency of IL-18 and IL-8 high-producers within HCV*-whereas enhanced frequency of IL-6, I L-
10 and IL-12 high-producers was observed within HCV**. I nterestingly, increased frequency of IL-1f high-
producer s was sel ectively observed among HCV*- with indeterminate anti-HCV confirmatory test-(RIBA) while
enhanced frequency | L-8 high-producerswas restricted to the HCV*- subgroup displaying positive RI BA, which
also showed besidesincreased frequency of | L-4 high-producers, enhanced frequency of IL-6, IL-10 and IL-12
higher-producers, likely the HCV** group. Additionally, we have also observed increased levels of IL-6, IL-10
and IL-12 particularly in HCV** with low HCV-viral load. The most outstanding finding was the increased
levelsof IL-1f, IL-8 and TNF-a observed in HCV** displaying normal ranges of alanine-aminotranspherase-
ALT whereas|L-2 and | FN-ywere selectively increased in HCV** with elevated ALT levels. Moreover, our data
highlighted that despite no changes in the hematological profiles of both groups, increased levels of pre-NK-
cells (CD3-:CD16*CD56°) besides lower frequency of mature NK-cells (CD3-CD16*CD56*) were the hallmark of
the innate immunity in HCV*-. Although both HCV*groups displayed high percentages of CD568"9" NK-cells,
this subset was particularly higher in HCV** with low HCV-viral load. I ncreased frequency of circulating NKT2
subset was particularly observed in HCV** bearing low HCV-viral load. Enhanced frequency of activated CD4*
T-cells (CD4*HLA-DR*) was a distinctive feature of HCV*/-, whereas increased percentage of B-cells (CD19+%)
besides enhanced levels of CD19*CD86* cells were the major phenotypic features of HCV+/*, particularly those
displaying low HCV-viral load. Although CD4*CD25"1% cells was expanded in both HCV* groups, thisregulatory
T-cell subset (Treg) was predominantly enhanced in HCV** showing low HCV-viral. Parallel increment of
CD4+*CD25 9" cells, pre-NK and activated CD4* T-cells was observed in HCV*- whereasthe parallel enhancement
of Treg and B-cells, hallmarks of HCV**, was selectively found in low HCV-viral load. Taken together, our results
suggested that pro-inflammatory cytokines (IL-1f/IL-8/TNF-a), mainly related with innate immune response, were
mor e prone to be associated with protective eventswhereas| L-2 and | FN-y, largely involved with the adaptive immunity
cytotoxic profile, weremorelinked with theincrement of theliver injury biomarker ALT. Besides, our findings suggested
that CD56®19t NK-cells together with pre-NK cells and activated CD4* T-cells parallel with T-cell regulatory cells may
play an important role controlling viremia during HCV infection. Moreover, low HCV-viral load seemsto be associated
with enhanced CD568"9" NK-cells and B-cell responses besides a T-regulated immunological profile.

Key words: HCV. Blood donors. Cytokines. ALT levels. NK and NKT cells. Activated T cells. B-cells. CD4*CD25Mion,
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ESTABELECIMENTO DE ENSAIOS ZV FITRO PARA AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE DE CAES A
LEISHMANIA CHAGASI

ESTABLISHMENT OF AN ZV F7TR0 ASSAY T0 EVALUATE CANINE IMMUNE RESPONSE TO LEISHMANIA CHAGASI

Cleusa Alves Teodoro Rodrigues
Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-graduacao em Patologia Humana e Experimental da FMB-UFBA
C-elo: crodrigues@bahia.fiocruz.br

A leishmaniose visceral (LV) é apontada como doenca re-emer gente e sua ascensao se relaciona com aineficacia dos
métodos de controle. Ha evidéncias de que o cdo é o principal reservatério da forma zoonética da LV e que L.
infantum/L. chagasi seja mantida em comunidades urbanas e peri-urbanas através de um ciclo cdo-inseto-cdo. Cées
com leishmaniose visceral canina (LVC) exibem doenca progressiva e geralmente fatal (cao susceptivel ou sintomético) ou
uma aparente resisténcia (cdo assintomatico). Animais doentes apresentam depressao das fungdes mediadas pelas células T.
Em contraste, cdes infectados e assintomaéticos apresentam resisténcia ao parasito associada com uma resposta imune
cdular efetiva. A ducidagdo dos mecanismos que vao mediar a respostaimune na LV C pode auxiliar o desenvolvimento de
vacinas ou estratégias de imunoterapia. O objetivo desta tese foi estabdecer dois ensaios in vitro. O primeiro ensaio foi
estabelecido para avaliar searesposta protetora ainfecgdo por L. infantum/L. chagas de caes imunizados e assintomaticos
s reproduz num sstemadere-estimulagdo in vitro de PBM C. O segundo ensaio teve como obj etivo estabelecer um sistema
deegtimulacdoprimériain vitro (PI'V), queconsistiu em utilizar co-culturasdePBM C decéessadios, previamenteestimulados
com promastigotasdeL . infanturm/L. chagas, emacr éfagosautdlogosinfectados. O primeir o ensaio mostr ou quesobr enadantes
de PBM C de cées assintométicos so capazes de estimular macr 6fagos de ces normais a reduzir ainfecgéo por L. chagas.
A deteccdo de |FN-y no sobrenadante de PBMC desses cées imunizados e re-estimulados in vitro com antigeno de L.
infantunVL. chagas foi associada a producdo de NO pelosmacr éfagos caninos estimulados com sobrenadantesdessesPBM C.
O segundo ensaio estabelecido, um sistema de PIV, mostrou que a expressio de IFN-y e IL-4 pelos PBMC egtimulados
primariamente in vitro com L. infantum/L. chagas apresenta uma correlacio negativa com a infecgdo. O aumento da
expressdo dessas citocinas pelos PBM C estimulados primariamente com L. infantum/L. chagas durante seis dias e co-
cultivadascom macr éfagosesta cor relacionado aumadiminuigéo do per centual demacr 6fagosinfectados. A expressdodel L -
10 desses PBM C foi variavel e ndo pode ser correlacionada a infeccdo. Esse € o primeiro relato de um sissema de PIV com
PBM C e macr 6fagos caninos infectados por L. infantunvL. chagasi. Esse ensaio, utilizando cdes ndo expostos ao parasito,
permitiu discriminar in vitro a resposta de macréfagos a L. infantum/L. chagasi. Os dois ensaios estabelecidos poder 8o ser
utilizados como testes para predizer aresposta do cdo a infeccdo ou na avaliagdo de candidatos vacinaiscontraa LVC.
Palavras-chave: L eishmaniose visceral canina. Leishmania chagasi. M acr éfagos. Células mononuclear es do sangue
periférico. Citocinas. Oxido nitrico.

Visceral leishmaniasis (VL) is considered a re-emerging parasitic disease and its spreading has been associated with the low
efficacy of control methods. Dogs condtitute the main reservoir of parasite in zoonotic VL and L. infantum/ L. chagas is
transmitted from an infected dog to a non-infected dog by the sandfly bitein domestic and peridomestic cycles. After infection,
somedogspresent progressivedisease (susceptibleand symptomatic dogs), whereas othersdo not devel op the disease (asymptomatic
dogs). Animals with progressive disease develop an impaired cell-mediated immune response, while asymptomatic dogs can
control theparasite. The study of mechanismsunderlying protection and susceptibility to diseasein caninevisceral leishmaniasis
(CVL) wouldbehelpful for vaccinedevelopment andimmunctherapy strategies. Theaim of thisstudy wasto establish tworeliable
in vitro assays for the evaluation of canine immune response to L. chagasi. The first assay was established to evaluate the
reproductibility of protectiveresponsetoL. infantum/L. chagas fromimmunized and asymptomatic dogsin an in vitrorestimulation
assay using PBMC. | n thesecond assay, an effort hasbeen madeto establish an in vitro priming system (P1V) using L. infantum/
L. chagas primarily-stimulated PBM C from naiive dogs co-cultivated with autol ogousinfected macrophages. | n thefirst assay, we
demonstrated that PBMC supernatant from asymptomatic dogs are able to stimulate macrophages from naive dogs to kil
intracellular L. chagas. The |[FN-yreleased by PBMC from immunized dogs, after in vitro restimulation with L. infantumy/L.
chagas antigen, isassociated with NO production by caninemacrophagesstimulated with supernatant fromthesePBMC. In the
second assay, we showed anegative correlation of theexpression of | FN-yand | L-4 by PBMC stimulated with L. chagas and co-
cultivated with autologous infected macrophages with infection. Theincrease in cytokine expression by L. chagas primarily
stimulated PBMCfor 6 daysand co-cultivated with macrophagescorrelated with thereduction in parasitel oad of macrophages.
I L-10 expression by PBMCwasvariableand doesnot show any correlation with infection. Thisisthefirstreport of aPlV system
using PBMC and canine macrophagesinfected with L. infantum/L. chagasi. Thisassay, using non-exposed dogs, allowed the
differentiation of L. infanturm/L. chagasi-induced immune responses. The two established assays are a useful tool to predict
canineimmune response to infection and to identify vaccine antigen candidatesfor CVL.

Key words: Canine visceral leishmaniasis. Leishmania chagasi. Macrophages. Peripheral blood mononuclear cells.
Cytokine. Nitric oxide.
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AVALIAGAO DA REACAO DA POLIMERASE EM CADEIA EM TEMPO REAL PARA 0 DIAGNOSTICO E
PROGNOSTICO EM CRIANCAS COM LEISHMANIOSE VISCERAL

ASSESSMENT OF A REAL—TIME PCR ASSAY FOR THE DIAGNOSIS AND PROGNOSIS OF VISCERAL LEISHMANIASIS
INPEDIATRIC PATIENTS

Isadora Cristina de Siqueira
Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-graduacao em Patologia Humana e Experimental da FMB-UFBA
C-elo: isadora@uefs.br

Asleishmanioses sdo causadas por protozoarios do género Leishmania, sendo a L eishmaniose visceral (LV) aforma
mais grave da doenca. A Organizacdo Mundial de Satde estima a existéncia de 500.000 casos/ano mundialmente,
sendo que a maioria desses casos ocorre em criancas com idadeinferior a 10 anos. Atualmente nao existem métodos
disponiveis para avaliar o progndstico e a probabilidade de falha terapéutica em pacientes com LV. Conduzimos um
estudo prospectivoentrecriangascom LV admitidasem um hospital pediétrico, paraavaliar ovalor do PCR quantitativo
para o manegjo clinico da LV em pacientes nédo infectados pelo HIV. Cinqlienta e trés pacientes com LV foram
incluidos no estudo, sendo observado 85% de cura (79,2 % de cura com 30 diasdetratamento e 5,6 % de cura apos
tratamento prolongado), 9,4% de 6bitos e 5,6% de recidivas. No momento do diagnostico, DNA de Leishmania foi
detectado em sangue periférico de 44/53 (83%) pacientes e em 26/29 (89,6% ) amostras de medula 6ssea. Apds uma
semana de tratamento, os niveis de par asitos (carga parasitaria em sangue periférico) diminuiram expressivamente
(média de 3.086 + 9.365 parasitogml para 333 + 636 parasitos/ml). As cargas par asitariastor naram-se indetectaveis
apo6s duas semanas de tratamento em todos 0s pacientes que atingiram critérios de cura com quatro semanas de
tratamento. Uma amostra negativa no 14° dia de tratamento foi preditora de cura satisfatoria, com as amostras que
per manecer am positivas predizendo recaidas ou resposta clinica insatisfatoria.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral. PCR em tempo real. PCR quantitativo.

Leishmaniasisiscaused by protozoa fromthe genusL eishmaniaand visceral leishmaniasis (VL) representsthemost severe
form of thedisease. TheWorld Health Organization accountsfor an estimated 500,000 cases/year worldwide, most of them
among children under 10 years. Currently, there is no method available to assess the prognosis and likelihood of non-
responseto therapy in VL patients. We conducted a prospective study in children admitted to a pediatric hospital with VL,
toassessthevalue of Leishmania Real-Time PCR for clinical management of VL in non-HIV patients. Fifty three patients
with VL wereincluded in the study, with 85% cure (79.2 % cure with 30 days of treatment and 5.6 % cure after prolonged
treatment), 9.4% of death and 5.6% of relapses. At thetime of diagnosis, Leishmania DNA wasfound in peripheral blood
of 44/55 (83%) patientsand, in 26/29 (89.6%) of bone marrow samples. Following oneweek of treatment, parasiteslevels
(PB DNA |oad) decreased expressively from the baseline (mean 3.086 + 9365 parasites/ml to 333 + 636 parasites'ml). The PB
DNA load became negative in the second week of treatment in all patients who achieved satisfactory cure with 4 weeks of
treatment. A samplenegativewith 14 dayswasa predictor of satisfactory curewith theremaining positive samplespredicting
relapsesor unsatisfactory clinical responseto treatment.

Key words: Visceral leishmaniasis. Real-Time PCR. Quantitative PCR.

AVALIACAO IV FITRO K IN VIV0 DE MATRIZES DE QUITOSANA COMO ARCABOUGO TRIDIMENSIONAL
PARA REGENERAGAO OSSEA

IVVITROAND IV VYO EVALUATION OF 3D CHITOSAN MATRIXES AS SCAFFOLD T0 BONE REGENERATION

Rhyna Carla da Cunha Costa
Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-graduacao em Patologia Humana e Experimental da FMB-
UFBA
C-elo: rccosta@tre-ba.gov.br

Na primeira parte desse estudo, foi avaliada in vitro a influéncia de 2 diferentes graus de N-acetilagdo (DA) de
matrizes tridimensionais (3D) de quitosana sobre a viabilidade, adesdo, distribuicéo e proliferacdo de células
mesenquimais extraidas da medula éssea de ratos (rBMSC'’s), assim como, a influéncia do soro autélogo de rato
(RS), sobre os mesmos aspectos, como fonte de proteinas e fatores de crescimento. Para tanto, 10 animais foram
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utilizados para extracédo do RS e dasrBM SC's. As células foram semeadas e induzidas a osteodiferenciacdo sobre
matrizes 3D de quitosana, com FBS (Soro Fetal Bovino) e sem adi¢cdo do RS. Na segunda parte dessa andlise, foi
analisado in vivo o comportamento biol6gico de matrizes 3D de quitosana para a regeneracao 6ssea, com DA'sde 4
e 15%, quando implantadas em defeitos com morfologia e dimensdes criticas, criados em calvéria de rato. Utilizou-
se 80 animais, distribuidos em 4 grupos, com 5 animais cada, avaliados nos pontos biolégicos de 7, 15, 45 e 120 dias.
Os grupos foram divididos em: Gl Controle — Sem implantacdo de biomaterial; Gl — Implantacdo de matriz de
quitosana 4% ; Gl11 —Implantagdo de matriz de quitosana 15%; GIV — I mplantacdo de matriz de colagenotipo|. Os
espécimes foram fixados e incluidos em blocos de resina e cortados em micrétomo de alto impacto, para tecidos nao
descalcificados e corados em H/E, Picrosirius Red e Tricrdomio de Masson Goldner para avaliagdo histoldgica em
microscopiadeL uz. Também, foram confeccionadosblocosem par afina par a analiseimunohistoquimica dafor magéo
vascular utilizando-se PECAM-1. Os resultados in vitro demonstraram que as rBM SC’s apresentaram-se viaveis
guando cultivadas nos 2 tipos de soro. Mais ainda, as rBM SC’s aderiram e proliferaram sobre as matrizes de
quitosana, em especial sobre a de 4% . Em adic¢éo, os achados sugeriram que 0 RS apresenta as proteinas e fatores
necessarios para o crescimento das rBMSC'’s. Quando analisado o comportamento biolégico das matrizes 3D in
vivo, concluiu-se que, muito embora, as matrizestenham sido consider adas biocompativeis, e que tenham tido a sua
regido central permeada por vasos sangiiineos, nao foi encontrada for magéo éssea de novo nos sitios deimplantagao.
Palavras-chave: Bioengenharia. Quitosana. Regeneracdo 0ssea. Rato.

Inthefirst part of thisstudy, an in vitro evaluation was made of the influence of 2 different grades of N-acetylation (DA)
of tridimensional matrixes (3D) of chitosan on theviability, adhesion, distribution and proliferation of mesenchyme cells
extracted from the bone marrow of rats (rBMSC's), as well as the influence of autologous rate serum (RS), on the same
aspects, as a source of proteins and growth factors. For this purpose, 10 animals were used for the extraction of RS and
rBMSC's. The cellswere seeded and induced to osteodifferentiate on 3D chitosan matrixes, with FBS (Fetal Bovine Serum)
and with the addition of RS. In the second part of this analysis, the biologic behavior of the 3D chitosan matrixes was
analyzed in vivo for bone regeneration, with DA's of 4 and 15%, when implanted in defectswith critical morphology and
dimensions, created in rat calvarias. Eighty animals distributed into 4 groups with 5 animals in each were used, and
evaluated at thebiological timepointsof 7, 15, 45 and 120 days. Thegroupsweredivided asfollows: GI Control —Without
biomaterial implantation; Gl —Implantation of chitosan matrix at 4%; Gl I —Implantation of chitosan matrix at 15%;
GIV —Implantation of collagen typel matrix. The specimenswerefixed and embedded in blocksof resin, and cutin ahigh
impact microtomefor non decalcified tissues, and stained with H/E, Picrosirius Red and Goldner’sMasson Trichromefor
histomorphometric evaluation under light microscopy. Paraffin blockswere also made for immunohistochemical analysis
of thevascular formation, using PECAM-1. Theresultsin vitro demonstrated that therBM SC' s presented as viable when
cultivated in the 2 types of serum. Furthermore, therBM SC’'sadhered and proliferated on the chitosan matrixes, especially
on the one with 4%. I n addition, the findings suggest that RS presents the proteins and growth factors necessary for the
growth of the rBMSC’s. When the biologic behavior of the 3D matrixes were analyzed in vivo, it was concluded that
although the matrixes had been considered biocompatible, and also had their central regions permeated by blood vessels,
no de novo bone formation was found at the implantation sites.

Key words: Bioengineering. Chitosan. Boneregeneration. Rat.

ESTUDO Z¥ SITU K IV VIV0 DA RESPOSTA IMUNO-INFLAMATORIA INDUZIDA POR M. FORTUITUM
OU M. INTRACELLULARE EM CAMUNDONGOS BALB/C

ESTUDO IV SITUE IV V1¥0 DA RESPOSTA IMUNO-INFLAMATORIA INDUZIDA POR M. FORTUIVTH OU M.
INTRACELLULAREEM CAMUNDONGOS BALB,/C

Tania Regina Marques da Silva
Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-graduacao em Patologia Humana e Experimental da FMB-
UFBA
C-elo: tsilva@bahia.fiocruz.br

Micobactérias ambientais estédo amplamente distribuidas no meio, podendo ser encontradas em agua, solo, poeira,
alimentos e animais. Com 0 aumento do numero de casos de micobacterioses ocorrendo simultaneamente com
infeccBes por HIV o estudo de micobactérias ambientais tem assumido importancia. As manifestagdes clinicas das
infecgdes causadas por esses patdgenos vao desde abscessos localizados até doencas pulmonar es, ou mesmo doengas
disseminadas em individuosimunocomprometidos. A manifestacao da doenca, assim como a manutenc¢ao da infecgao
micobacteriana, dependem da interacdo entre a micobactéria e o sistema imune do hospedeiro. A patogénese da

www.gmbahia.ufba.br



188 Alunosdo PPgPHE-UFBA Gaz. méd. Bahia2008;78(2):158-194

infeccdo micobacteriana é associada a formagao de granulomas, onde pode ocorrer uma resposta protetora do
hospedeiro, concomitante com lesdo tecidual. Em estudo anterior demonstramos que em macr éfagos da linhagem
J774E clone estimulados com |FN-y hd uma diminuigcdo da viabilidade intracelular de M. intracellulare, num
processo dependente de NO, enquanto que nao houve diferenca na viabilidade intracelular de M. fortuitum em
células estimuladas. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a resposta imuno-inflamatéria in vivo em
camundongos BAL B/c infectados por M. intracellulare ou M. fortuitum. A carga bacilar no baco e figado desses
camundongos foi determinada pelas unidades for mador as de coldnias (UFC) nos tempos de 7, 14, 28 e 60 dias ap0s
a infecgdo por uma ou outra espécie de micobactéria. Foi realizada a caracterizacdo da lesdo tecidual presente no
figado dosanimaisinfectados, bem como a expr essao de RNAm par a citocinas envolvidas nar esposta granulomatosa
contra micobactérias (IFN-y, TNF-a e IL-10) e iNOS. Essa enzima é importante na eliminagdo de micobactérias
intracelulares, poisinduz a producdo da molécula microbicida éxido nitrico (NO) pelos macr éfagos infectados. Os
dados obtidos nesse trabalho mostram que as duas espécies de micobactérias ambientaisinduzem respostas distintas
em camundongos BAL B/c. Em todos ostemposavaliadosa car ga bacilar no bago ou figadosdosanimaisinfectadosfoi
sempre maior no grupo infectado por M. intracellulare. Também, nesse gr upo, obser vou-se a presenca de numer 0sos
granulomas a partir do 14° dia de infecgéo, em contraste com o grupo infectado por M. fortuitum. A expressdo de
RNAm paraascitocinas| FN-yelL-10foi sempremaior nofigado deanimaisinfectadospor M. fortuitum, comparado
com o grupo de animais infectados M. intracellulare. Em conclusdo, embora camundongos BAL C/c controlem a
infeccao pelas duas espéciesde micobactérias, caracterizando um perfil deresisténcia, arespostaimuno-inflamatéria
€ modulada diferentemente por M. intracellulare ou M. fortuitum, ao longo da infeccao.

Palavras-chave: Micobactérias ambientais. M. intracellulare. M. fortuitum. Camundongos BAL B/c. Granuloma.

Environmental mycobacteria are found in water, soil, dust, food and animals. Study of ambient mycobacteria it has
assumed importance mostly because of theincrease of the number of cases of micobacterioses co-occurring with infections
for HIV, atime that the infection caused for these patdgenos ones goes since the abscesses located until pulmonary and
spread illnessin imunocomprometidosindividuals. Disease manifestationsaswell asinfection outcome depend on interaction
between mycobacteria and host immune system. Pathogenesis of the mycobacterial infection isassociated with granulomas
formation, where a protective reply of the host can occur, concomitant with tecidual injury. The goal of thiswork wasto
evaluatetheimmune-inflammatory responsein BALB/c miceinfected with M. intracellulareor M. fortuitum. The bacillary
loadin spleen and liver of these micewas determined by the UFC in thetimesof 3, 7, 14, 28 and 60 days after theinfection
for one or another species of mycobacterium. The characterization of liver injury of infected mice was carried out. In
additional, mRNA expression of IFN-y, TNF-o and IL-10, cytokines as well as of iNOS, enzyme responsible to the
synthesisof the microbicidal molecule, nitric oxide, was determined. Data demonstratethat the two species of environmental
mycobacteria induce distinct response in BALB/c mice. The bacillary load in spleen and liver of the M. intracellulare
infected animals was higher in all the times evaluated in comparison to M. fortuitum infected group. Also, in the M.
intracellulare group, it was observed presence of numerous and larger granulomas from the 14" day of infection, in
comparison to the group infected by M. fortuitum. The mRNA expression of |FN-yand | L-10 was higher in the liver of
animals infected by M. fortuitum, compared with the group of M. intracellulare infected animals. In conclusion, the
present study shows that BALB/c mice can control M. intracellulare or M. fortuitum infection. However, the immune
responseisdifferentialy modulated by these mycobacterium species.

Key words: Environmental mycobacteria. M. intracellulare. M. fortuitum. BALB/c mice. Granuloma.

PAPEL DA SALIVA DO LUTZOMYIA INTERMEDIA NA INFECCAO POR LEISHMANIA BRAZILIENSIS:
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS PARA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

ROLE OF THE SALIVA OF LUTZ0MYIA INTERMEDIAIN LEISHMANI BRAZILIENSIS INFECTION: DEVELOPMENT
OF VACCINES FOR CUTANEOUS LEISHMANIASIS

Tatiana Rodrigues de Moura
Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-graduacao em Patologia Humana e Experimental da FMB-
UFBA
C-elo: tmoura@bahia.fiocruz.br

A saliva de flebotomineos tem uma série de componentes farmacolégicos e imunomoduladores, e a imunidade a
saliva protege contra a infecg@o por Leishmania. Neste trabalho, nés estudamos a resposta immune contra a saliva
de Lutzomyiaintermedia, o principal vetor daLeishmaniabrazliensisno Brasil, e os efeitos da pré-exposicdo a saliva
nainfeccdo por L. braziliensis. Nostambém avaliamosarespostaimuneadistintasproteinasdasalivadeL. intermedia,
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asquais produziram desfechos contrastantes nainfeccéo por L. braziliensis. Camundongos BAL B/c imunizados com
o sonicado deglandula salivar (SGS) deL. intermedia desenvolver am anticor pos contra saliva e uma resposta celular
com a producédo dascitocinas | FN-yelL-4. O infiltrado inflamatério nos animaisimunizados com SGSfoi composto
por muitas células polimofonucleares e poucas mononucleares. Camundongos desafiados com L. brazliensis, na
presenca da saliva, ndo foram protegidos contra a infec¢do apesar de um desenvolvimento de lesdo mais tardio. O
sitio de inoculacéo e o linfonodo regional apresentaram uma continua replicacdo parasitaria e uma baixa razéo de
I FN-y por IL-4, indicando que a pré-exposi¢éo a saliva de L. intermedia modula a resposta imune. A imunizagéo com
plasmideos que codificam distintas proteinas salivares de L. intermedia modulou a infec¢do por L. brazliensis.
Sur preendentemente, camundongos BAL B/c imunizados com LIiSPO1 e LiSP05 tiveram uma protecdo parcial
contra a infecgao enquanto a imunizagéo com L [iSPO7 exacer bou a infecgéo, sugerindo que a imunizagdo com essas
distintas moléculas altera o curso da imunidade anti-Leishmania. Esses resultados sugerem que a pré-exposi¢éo a
saliva de flebotomineos possui um importante papel no desfecho da leishmaniose cutanea, em ambos camundongos.
Esses resultados enfatizam possiveis obstaculos no desenvolvimento de vacinas baseadas na saliva de L. intermedia
eanecessidade deidentificar e selecionar candidatosindividuais ao invés da saliva total, a qual pode favor ecer uma
resposta n&o protetora.

Palavras-chave: Fleb6tomos. Saliva. Leishmaniose. Vacina. L. braziliensis. L. intermedia.

Sand fly saliva has an array of pharmacological and immunomodulatory components, and immunity to saliva protects
against Leishmaniainfection. In the present study, we have studied theimmuneresponse against L utzomyia intermedia
saliva, the main vector of Leishmania braziliensisin Brazil, and the effects of saliva pre-exposure on L. braziliensis
infection. We also analyzed theimmuneresponseto distinct salivary proteinsfrom L. intermedia that produced contrasting
outcomes in L. brazliensis infection. BALB/c mice immunized with L. intermedia salivary gland sonicate (SGS)
developed a saliva-specific antibody response and a cellular immune response with presence of both | FN-yand | L-4.
Theinflammatory infiltrate observed in SGS-immunized mice was comprised of numerous polymorphonuclear and few
mononuclear cells. Mice challenged with live L. braziliensis, in the presence of saliva, were not protected although
lesion development was delayed. Theinoculation site and draining lymph node showed continuous parasite replication
and low | FN-yto IL-4 ratio, indicating that pre-exposure to L. intermedia saliva leads to modulation of the immune
response. Furthermore, in an endemic area of cutaneous leishmaniasis, patients with active lesions displayed higher
levelsof anti-L. intermedia saliva antibodieswhen compared to individualswith a positive skin test result for Leishmania.
DNA immunization with distinct recombinant plasmids encoding salivary proteinsfrom L. intermedia led to modulation
of L. braziliensisinfection. Surprisingly, BALB/c miceimmunized with plasmidsL1iSP01 and LiSPO5 showed a partial
protection against infection while the immunization with plasmid LIiSPO7 exacerbated the infection, suggesting that
immunization with these distinct moleculesaltersthe course of anti-Leishmaniaimmunity. | nterestingly, BALB/c mice
immunized with plasmids L1iSPO1 and LiSPO5, by theintramuscular route, showed sterile cure at the site of infection
and a significant reduction in parasite load in the draining lymph node. These results show that pre-exposure to sand
fly saliva plays an important role in the outcome of cutaneous leishmaniasis, in both mice and humans. Moreover,
immunization with three L. intermedia salivary antigens produced immune profilesthat correlated with either resistance
or susceptibility to L. brazliensis infection. These results emphasize possible hurdles in the development of vaccines
based on sand fly saliva and the need to identify and select the individual salivary candidates instead of using whole
salivary mixturethat may favour a non-protective response.

Key words: Sand fly. Saliva. Leishmaniais. Vaccines. L. braziliensis. L. intermedia.

AVALIACAO DOS PERFIS DE RESPOSTA DE MACROFAGOS PERITONEAIS DE BALB/C INFECTADOS /¥
FITRO COM LEISHHANIA AMAZONEASIS OU LEISHMANIA BRAZILIENSIS

AVALIATION OF THE RESPONSE PROFILES OF THE PERITONEALS MACROPHAGE INFECTED ZV VITROWITH
LEISHMANIA AMAZONENSIS OR LEISHMANIA BRAZILIENSIS

Marcus Welby Borges Oliveira
Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pés-graduacao em Patologia Humana e Experimental da FMB-
UFBA
C-elo: welby@bahia.fiocruz.br

M acr 6fagos (M ¢s) sdo célulasdo sistemaimunol 6gico que desempenham importante papel nadefesa contraLeishmania.

Neste trabalho, foram investigados alguns fatores e mecanismos que podem estar envolvidos na determinacéo dos
perfisderesposta de M ¢s peritoneaisde BAL B/cinfectadosin vitro com L. amazonensisou L. brazliensis. Obser vou-
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se que | FN-y néo foi capaz dereduzir ainfeccio causada por ambas as espécies de Leishmania. A sinergia entre | FN-
v e TNF-a leva a uma diminuig@o do percentual de infecgdo dos M¢s por La e Lb no tempo de 72 h. Tanto o pré-
tratamento com | FN-y quanto com IFN-y e TNF-a ndo alterou a viabilidade de L. amazonensis isoladas de M¢s em
relacdo ao grupo que ndo sofreu pré-tratamento. No entanto, L. braziliensis se mostrou susceptivel a acdo dessas
citocinas, ja que o pré-tratamento dos M ¢s com | FN-y foi capaz de diminuir o niUmer o de parasitos viaveisisolados.
A sinergia entre IFN-y e TNF-a se mostrou bastante efetiva nesse grupo uma vez que o nimero de Lb isoladas a
partir dos M¢s infectados mostrou-se bastante reduzido. Embora néo tenha sido detectada produgdo de NO nos
gruposde Mé¢sinfectados com LaelLb, o bloqueio da produgéo dessa molécula, tanto in vitro quanto in vivo, é capaz
deaumentar ainfeccdo por Lb, masn&o altera ainfecgéo por La. A avaliagdo da producéo delL-12, revelou que M ¢s
infectados com L b produzem maior quantidade dessa citocina e apr esentam umamaior expressao de RNAm de TNF-
-0 nas primeiras 6h ap6s infecgdo que os infectados por La. Por outro lado, a infecgdo com La induz uma maior
produgédo de TGF-B, maior expressdo de RNAm de IL-10 e menor expressdo de RNAm de quimiocinas e receptores
dessasmoléculasem relagdo ao grupoinfectado com Lb. Ainvestigacdo da atividade dearginasedeL aelL b demonstrou
que promastigotas de La apresentam uma elevada atividade de arginase, apresentando-se apr oximadamente 50 a
100 vezes maior que nos promastigotas de L b. Esses dados cor relacionam-se com a maior carga parasitaria e maior
sobrevivéncia desse parasito no interior dos M¢s, enquanto que a menor atividade dessa enzima em Lb pode estar
relacionada com a baixa carga parasitéria, alta susceptibilidade aos mecanismos microbicidas dos Mé¢s e uma
consequente diminui¢io na sobrevivéncia dessa espécie de Leishmania. Esses dados demonstram que La e Lb
induzem perfisdiferentes deresposta ainfecgdo, tanto in vitro quanto in vivo, e sugerem que fator es produzidos pelo
parasito, a exemplo de arginase, podem estar envolvidos no desenvolvimento desses perfis diferenciados deresposta.
Palavr as-chave: M acr 6fago. Leishmania amazonensis. Leishmaniabrazliensis. Citocinas. Quimiocinas. Oxido nitrico.
Arginase.

Macrophages (M ¢s) are cells that play an important role in the control of infection by Leishmania. In this work, we
investigated somefactorsand mechanismsthat could berelated to the different responses of BALB/c peritoneal M ¢sinfected
invitrowith L. amazonensis or L. braziliensis. We observed that | FN-yalone was not able to reduce the infection
by both Leishmania species. However, association of | FN-yand TNF-a resulted in a decrease of the percentual of
Més infected by Lb 72 h after infection, but not by La. Pre-treatment with IFN-yor IFN-y plus TNF-e did not
changetheviability of L. amazonensis compared to non-treated group. Nevertheless, L. braziliensiswas susceptible
to the action of | FN-ybecause pre-treatment with this cytokine was sufficient to reduce the number of viable Lb
isolated from M ¢s. The synergy of | FN-yand TNF-e was highly effective in this group and resolved theinfection.
We were not able to detect NO production by M¢s infected with La or Lb. However, NO inhibition, in vitro and in
vivo, increased Lb infection and did not change La infection. Lb infected M¢s produced more IL-12 than La
infected ones. Furthermore, M ¢s infected with Lb expressed more mRNA to TNF-a, chemokines and chemokine
receptorsthan M ¢sinfected with La. On the other hand, Lainduced a high production of TGF-gandIL-10 by M ¢s
in relation to Lb. Arginase activity of parasites was evaluated and showed that La promastigotes had an arginase
activity 50 to 100 times higher than Lb promastigotes. These data correlated to high parasite burden and survival of
LaintheM¢gs. On the contrary, low arginase activity in Lbisrelated to alow parasite burden and high susceptibility
of the Lb to the Mfs killing mechanisms. These data demonstrate that La and Lb induce different responses to
infection, in vitro and in vivo, and suggest that factors produced by parasite, such asarginase, could beinvolvedin the
development of these profiles.

Keywords: Macrophage. Leishmaniaamazonensis. Leishmaniabrazliensis. Cytokines. Chemokines. Nitric oxide. Arginase.

AVALIACAO DA IMUNIDADE PROTETORA CONFERIDA PELA IMUNIZACAO DE HAMSTERS COM SALIVA
D0 FLEBOTOMINEO LUTZOMYIA LONGIPALPIS CONTRA DESAFIO COM LEISHMANIA BRAZILIENSIS
NA PRESENCA DA SALIVA DE DIFERENTES VETORES

EVALUATION OF PROTECTIVE IMMUNITY CONFERED BY IMMUNIZATION WITH SALIVA FROM LUTZOMYIA SAND
FLY AGAINST CHALLENGE WITH LEISHMANIA BRAZILIENSIS PLUS SALIVA FROM DIFFERENT VECTORS IN
HAMSTERS
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Transmitidas por diferentes espécies de flebétomos, as leishmanioses apresentam uma grande variedade de
manifestacdes clinicas. Tem sido demonstrada, a possibilidade de imunizac¢do contra a infeccdo por Leishmania
utilizando-se a saliva do vetor flebotomineo Lutzomyia longipalpis. O principal vetor da Leishmania braziliensis € o
flebétomo Lutzomyia intermedia. O objetivo deste estudo foi avaliar se aimunizacgéo de hamsters com a saliva deL.
longipalpis confere protegdo contra a infecgdo por L. braziliensis na presenca da saliva de L. intermedia. Hamsters
machos foram imunizados com o Sonicado de Glandula Salivar (SGS) por trés vezes com intervalo de quinze dias.
O desafio foi feito na orelha contra-lateral quinze dias ap6s a Gltima imunizagdo, com 10° formas promastigotas de
L. braziliensis na presenca do SGS de L. intermedia. O desenvolvimento da lesdo foi acompanhado semanalmente e
3, 5 e oito semanas, apds o desafio, as orelhas e linfonodos drenantes foram retirados para avaliagdo da carga
parasitaria, bem como da producéo de citocinas durante a infec¢do. Quarenta e oito horas ap0s o desafio com SGS,
observa-se um infiltrado inflamatério composto predominantemente de células mononucleares nas orelhas dos
animaisimunizados. Estes animais apresentam reducéo significativa na carga parasitaria dos linfonodos drenantes,
bem como das orelhas desafiadas. Além disso, produzem significativamente mais anticor pos anti-saliva quando
comparados aos nao-imunizados e menos anticor pos anti-Leishmania. Os possiveis mecanismos envolvidos nesta
protecao sdo os niveisreduzidos na expressdo de I L-10 e TGF-B ao longo da infecgdo. Estes resultados sugerem que
aimunizacdo com 0 SGSde L. longipalpis confere protecédo contra ainfecgdo por L. braziliensis de modo inespecifico
a presenca da saliva no momento do desafio. Dessa forma, a possibilidade de vacinagado contra diferentes espécies de
Leishmania, utilizando proteinas salivares de uma espécie de vetor.

Palavras-chave: Leishmania. Lutzomyia longipalpis. | munizagao.

Transmitted by different speciesof sandflies, leishmaniasispresentsalarge spectrum of clinical manifestations. It hasbeen
shown the possibility of immunizing against Leishmania infection using Lutzomyia longipalpis saliva. Lutzomyia
intermediaisthemain vector of Leishmaniabraziliensis. Weinvestigated herewhether theimmunization of hamsterswith
L. longipalpis saliva confers protection against L. braziliensisinfection in the presence of L. intermedia saliva. Old male
hamsterswereimmunized with L. longipalpis Salivary Gland Sonicate (SGS) threetimes, at fifteen-day intervals. Fifteen
days after last immunization, the animals were challenged on the lateral ear with 10° L. brazliensis promastigotes plus
SGSfromL.intermedia. Lesion development was measured weekly and 3, 5 and 8 weeks, after challenge, earsand draining
lymph nodes wer e obtained to evaluate parasite load aswell as cytokines produced during theinfection. Forty-eight hours
after challenge with SGS, we observed an inflammatory infiltrate predominantly composed of mononuclear cellsin the
ears of immunized hamsters. These animals showed also significantly lower number of parasitesin the ear and in the
draining lymph nodes. They also produced significantly moreantibodies against saliva when compared with non-immunized
hamstersand |ess antibodies anti-L eishmania. The possible mechanism under thisresponseisthereduced levelsof I L-10
and TGF-B during the infection. These results suggest that the immunization with SGS from L. longipalpis confers
protection against L. braziliensis infection in an independent way of the presence of saliva in the challenge. Also, the
possibility to vaccinate against different species of Leishmania using salivary proteins from only one sand fly species.
Key words: Leishmania. Lutzomyia longipalpis. | mmunization.

ESTUDO SOBRE A CITOTOXICIDADE DO CATECOL, UM METABOLITO DO BENZENO, NA LINHAGEM
N2A DE NEUROBLASTOMA MURINO

STUDY OF THE CYTOTOXICITY OF CATECHOL, A METABOLITE OF BENZENE, T0 MURINE NEUROBLASTOMA N2A CELLS

Rute Maria Ferreira Lima
Dissertacao de Mestrado apresentada ao Programa de Poés-graduacao em Patologia Humana e Experimental da
FMB-UFBA
C-elo: rutrnute@gmail.com

O 1,2-diidroxibenzeno (catecol) € um metabdlito do benzeno que se oxida em pH neutro gerando como produtos
finais espécies reativas de oxigénio (EROs) e quinonas. Sabe-se que o estresse oxidativo esti envolvido na
etiopatogenia de diversas doencas do sistema nervoso central e que o glutation reduzido (GSH) tem um papel
central na defesa antioxidante do cérebro. Além disso, essa coenzima € importante na detoxificacéo de xenobidticos.
Ainda, a deplecéo de GSH esté relacionada com a morte celular neuronal. Sendo assim, o presente trabalho teve
como obj etivo investigar os mecanismos de toxicidade do catecol em células de neuroblastoma murino (N2a). Para
isso, deter minou-se a dose minima letal e a concentracéo capaz dematar 50 % (ECs,) dascélulasapartir do emprego
do reagente brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT). Investigou-se a auto-oxidagéo do
catecol no meio de cultura através da producao de quinonas espectr ofotometricamente a 405 nm. Avaliou-se o papel
do radical superéxido e do per6xido de hidrogénio (H,0,) tratando-se as células com catecol na presenca de super éxido
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dismutase (SOD, 300 U) e catalase (CATL, 10.000 Ul) respectivamente. Apés a determinacdo de suas respectivas
EC,, tratou-se as células com L—cisteina (0,03-6 mM), N-acetil-L-cisteina (NAC) (0,03-6 mM), curcumina (0,001-
0,01 mM), desferrioxamina (2 x 105-0,003 mM), acido ascér bico (0,01-2mM), MnTBAP (0,001-1 mM), c-PT10 (0,001-
0,03 mM), permitindo-se avaliar o efeito protetor contra a toxicidade induzida por 60 uM de catecol. Obteve-se 0
padr&odemortecelular atravésdeanalisesde citometriadefluxo com mar cagdo paraanexinaV eiodeto de propidio.
Analisou-se a deplecdo de GSH a partir de marcagdo com monoclorobimano (MCB). Os resultados revelam que
catecol foi citotoxico paraascélulasN2a, apds 72 hor as, com umadose minimaletal de20 uM ecom EC,, de38,5uM.
N&o houve correlacdo entre a for magédo de quinonasr eativas com a citotoxicidade do catecol. Dentr e os antioxidantes
avaliados somente a L-cisteina e a NAC, apresentaram significativamente uma relagdo dose-resposta, entretanto
essas mesmas substancias ndo foram habeis em proteger totalmente contra os efeitos deletérios de 60 uM de catecol.
A SOD aumentou o efeito citotdxico do catecol e a CATL associada com a SOD reverteu esse efeito. Entretanto,
parece que a concentracao extracelular de H,0, formado durante a oxidagao do catecol ndo € toxica, umavez que a
catalase sozinha ndo protegeu as células contra a citotoxicidade induzida por este composto. Isto sugere que na
concentracdo de catecol avaliada o superéxido e H,O, formados néo foram responsaveis pela morte celular. A
mar cagao com M CB revelou deplecdo de GSH apds 24 hor as, e a anélise citométricarevelou apoptose apos 72 hor as.
Desta for ma, osdadosindicam queamortecelular ocorrepor apoptose e um dos mecanismos provaveisdetoxicidade
do catecol parece ser a deplegdo de GSH em células de N2a.

Palavras-chave: Catecol. Citotoxicidade. Neuroblastoma.

The 1,2-dihydroxybenzene (catechol) is a metabolite of benzene, which is oxidized at neutral pH, generating reactive
oxygen species (EROs) and quinonesasfinal products. It isknown that oxidative stressisinvolved in the pathogenesis of
several diseases of the central nervous system and that reduced glutathione (GSH) plays a central rolein the antioxidant
defense of the brain. Moreover, this coenzymeisimportant in the detoxification of xenobiotics. Still, the depletion of GSH
isrelated to the neuronal cell death. The objective of the present work was to investigate the mechanisms of toxicity of
catechol in murine neuroblastoma cells (N2a). Therefore, the minimum lethal dose and the concentration able to kill 50
% of cells was determined by the use of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). The auto-
oxidation of catechol in the culture medium was investigated by the measure of the optical densities of quinones
spectrophotometrically at 405 nm. Therole of superoxideradical and hydrogen peroxide (H,O,) was evaluated by adding
superoxide dismutase (SOD, 300 U) and/or catalase (CATL, 10.000 IU) in the medium of cells exposed to catechal.
Furthermore, the protective effect of thefollowing drugswastested after the determination of their EC,,: L-cysteine (0.03-
6 mM), N-acetyl-L-cysteine (NAC) (0.03-6 mM), curcumin (0.001-0.01 mM), desferrioxamine (2 x 10 -0.003 mM),
ascorbic acid (0.01-2 mM), MnTBAP (0.001-1 mM), c-PTIO (0.001-0.03 mM). The depletion of GSH was analyzed by
using monochlorobimane (MCB). The type of cell death was obtained by flow cytometry analysis of cells labeled with
annexin V and propidium iodide. The results showed that catechol was cytotoxic to N2a cells, after 72 hours, with a
minimum lethal dose of 20 uM and with EC, of 38.5 uM. There was no correlation between the formation of reactive
quinones and the cytotoxicity of catechol. Among the evaluated antioxidants only the L-cysteine and NAC showed a
significant dose-response protection, however these substances were not able to fully protect cells against the deleterious
effectsof 60 uM catechol. SOD increased the cytotoxic effect of catechol and CATL associated with SOD rever sed thiseffect.
However, it seemsthat theH,0,isnot formed in the extracellular environment during the oxidation of catechol, since CATL
alonedid not protect cellsagainst catechol-induced cytotoxicity. These data suggest that formation of superoxideand H,0,
during the spontaneous oxidation of catechol werenot responsiblefor the cell death. A depletion of GSH was detected after
24 hours. Flow cytometry analysisreveal ed apoptosis after 72 hours. Thus, thesedata indicate that the cell death occursby
apoptosis and one of the main mechanisms of catechol-induced toxicity seemsto be the depletion of GSH in N2a célls.
Keywords: Catechol. Cytotoxicity. Neuroblastoma.

PARTICIPACAO DOS RECEPTORES SEROTONINERGICOS DO SUBTIPO 5-HT; LOCALIZADOS NA AREA
SEPTAL MEDIAL (ASM) SOBRE 0 CONTROLE DA INGESTAO DE AGUA E SAL EM RATOS SODI0—
DEPLETADOS

PARTICIPATION OF 5-HT, SEROTONERGIC RECEPTORS IN THE SEPTAL MEDIAL AREA IN THE CONTROL OF
WATER AND SALT INTAKE IN SODIUM-DEPLETED RATS
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A regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico € dessmpenhada por diversas vias neurotransmissoras e areas cer ebrais.
Para tal, um conjunto de mecanismos viscerais e comportamentais, nos quais se incluem a ingestao de &gua e sal,
sdorecrutados. Estudos suger em a participagao de mecanismos ser otoninér gicosnainducao dasrespostasfisioldgicas
relacionadas com a regulagéo hidrossalina. Trabalhos anteriores demonstraram também que a integridade da area
septal é necesséria paraaregulacio daingestéo de agua e sal. Por isso, em nosso trabalho estudamos o envolvimento
dos receptores 5-HT, serotoninérgicos localizados na ASM sobre aingestéo de &gua e sal em ratos sodio-depletados.
Verificamos que a administracdo de m-CPBG, agonista dos receptor es serotoninérgicos 5-HT,, estimulou a ingestao
de sal em ratos sodio-depletados. O pré-tratamento com ondansetrona, antagonista dos receptor es serotoninér gicos
5-HT,, aboliu completamente a elevacdo na ingestéo de sal produzida pela administracdo do m-CPBG. Esse efeito
natriorexigénio parece ndo ser dependente de alteracles na pressdo arterial, visto que a micro-injecdo de m-CPBG
na ASM n&o modificou esse parametro. Além disso, constatamos que a administracéo isolada do antagonista
ondansetrona nao produziu qualquer efeito sobre a ingestao de &gua e sal nos ratos sodio-depletados. Dessa forma,
os resultados indicam que os receptores serotoninérgicos do subtipo 5-HT, localizados na ASM desempenham
importante papel na ingestdo de sal em ratos sodio-depletados, produzindo um potente efeito estimulatorio.
Palavras-chaves: Equilibrio. I ngestdo. Agua. Ratos.

In a complex interplay, several visceral and behavioral mechanisms participate in the control of hidrosaline balance.
Water and salt intake, crucial behavioral mechanismsin thishomeostatic system, areregulated by several brain areasand
distinct neurotransmitters. Previous data have shown that brain serotonergic pathways play a significant role in these
phenomena. It has been demonstrated that the functional integrity of the septal area is essential for the brain control of
water and salt intake. I n the present study, weinvestigated therole of 5-HT, receptorswithin the medial septal areain the
control of water and salt intakein sodium depleted rats. The data obtained show that the administration of a selective 5-HT,
receptor agonist, m-CPBG into the septal medial area significantly increases salt intakein sodium depleted animals. This
effect seemsto be dueto the specific activation of 5-HT, receptorslocated in thisarea since pretreatment with ondansetron,
a selective 5-HT, receptor antagonist, blocks the effect induced by m-CPBG. The administration of the 5-HT, antagonist
aloneinto the same area was devoid of effect. The natriorexigenic observed after the administration of m-CPBG into the
septal medial area was not dependent on changesin blood pressure since the compound injected into the same area was
unableto modify this parameter. The present data, asrelated above, suggest that 5-HT, receptorslocated in the septal medial
area may have an important stimulatory rolein the regulation of salt intakein sodium depleted rats.

Keywords: Control. I ntake. Water. Rats.

CLONAGEM, EXPRESAO E CARACTERIZACAO IMUNOLOGICA DO GENE RV1419 DO MICOBACTERIUM
TUBERCULOSIS

CLONING, EXPRESSI0ON AND IMMNUNOLOGICAL CHARACTERIZATION OF RVI419 GENE FROM MICOBACTERIUM
TUPER(TLO81S

Lucas de Lima Nogueira
Dissertacao de Mestrado apresentada ao Programa de Poés-graduacao em Patologia Humana e Experimental da
FMB-UFBA
C-elo: lucasn@bahia.fiocruz.br

A tuberculose (TB) é umadoencainfecciosa causada por um patégeno exclusivamente humano, o Micobacterium
tuberculosis (Mth). Nosso objetivo foi avaliar se uma nova lectina do Mth, RV1419, apresenta um papel
modulatério em macro6fagos J774 in vitro, assim como investigamos a resposta imune celular de pacientes
com tuberculose. Um banco de dados de lectinas, de diferentes espécies, foi construido para a mineracao das
seqliéncias de proteinas hipotéticas que foram geradas a partir da analise do genoma de Micobacterium
tuberculosis H37Rv. Identificamos uma proteina hipotética codificada pelo gene Rv1419 e produzimos a
proteina recombinante. Observamos que a producéo de TNF-a induzida pela proteina recombinante foi
dependente do tempo e da dose, mas independente do dominio lectinico. Observamos também por
imunofluor escéncia que a proteina recombinantefoi capaz deinteragir com a superficie celular de macr 6fagos
J774 em cultura. Em adicdo, nds observamos que niveis detectaveis de citocinas Thl (IFN-ye TNF-a) e TH2
(IL-10) foram secretadas por CMSP de pacientes com tuberculose em resposta a proteinas do filtrado de
cultura do bacilo (CFP) e a proteina recombinante, demosntrando que o estado imunolégico dos pacientes
nao estava comprometido.

Palavras-chave: Micobacterium tuberculosis. Tuberculose. L ectinas. Bioinfor matica.
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Tuberculosis(TB) isan infectiousdisease causeb by Micobacterium tuberculosis, which isna abligatory human pathogen.
Our objective was to evaluate whether one novel lectin form M. Tuberculosis, Rv1419p, have a modulatory role in
macrophagesJ774in vitro. Moreover, weinvestigated the cellular immnuneresponse of TB patients. A data base of lectins
fromdifferent specieswascarried out in order to search hypothetical protein sequencesthat were generated fromtheanalysis
of theM. TuberculosisH37Rv genome. Weidentified a hypothetical protein codified by Rv1419 gene and the recombinant
protein production wasthen performed. We observed that TNF-a production induced by re-RV1419p was time and dose-
dependent, but lectin-independent. I n parallel experiments, we observed that re-Rv1419p was able to interact with J774
macrophages, particularly at a cell surface level. In addition, we observed that detectable levelsof Thl (IFN-ye TNF-a)
e Th2 (1L-10) cytokines were secreted by PBMC of TB patientsin response to culture filtrate proteins (CFP), which are
known to contribute to the immunology of tuberculosis, and single antigen (re-Rv1419p). These resultsindicate that the
immune status of pulmonary TB patientsincluded in the study was not compromised.

Keywords: Micobacterium tuberculosis. Tuberculosis. Lectins. Bioinformatics.

CARACTERIZACAO FENOTIPICA E FUNCIONAL DE CELULAS T REGULADORAS EM UM MODELO
EXPERIMENTAL DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

PHENOTYPIC AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF REGULATORY T CELLS IN AN EXPERIMENTAL MODEL OF
AMERICAN TEGUMENTARY LEISHMANIASIS

Sarah de Athayde Couto Falcao
Dissertacao de Mestrado apresentada ao Programa de Pés-graduacao em Patologia Humana e Experimental da
FMB-UFBA
C-elo: sc-falcao@uol.com.br

A leishmaniose tegumentar (LT) constitui um grave problema de saide publica no Brasil. Ascélulas T reguladoras
(CD4* CD25%) (T, executam um papel geral na regulacdo imune, prevenindo uma resposta imune patoldgica
induzida. AsT ., Naturais sdo definidasa partir da expressao constitutivade CD25, CTLA-4, GITR, CD103 e FoxP3,
entre outros marcadores. As células T ., a0 se acumularem no sitio de infeccéo por Leishmania, suprimem a
proliferacao de células T CD4* CD25, levando a persisténcia do parasita por mecanismos dependentes de |L-10.
Nosso objetivo foi caracterizar a populagéo de células T, em camundongos BAL B/c infectados e re-infectados com
L. braziliensis e avaliar se estas células estdo relacionadas com a persisténcia do parasita. Células T CD4* CD25¢,
obtidas de camundongos infectados, expressam diferentes marcadores de superficiede T, (CD103, GITR, FoxP3)
e foram capazes de suprimir a proliferacéo das células T CD4* CD25. Observamos também a producado de |FN-y e
IL-10 por partedecélulas T CD4* CD25*. Observamos que os par asitas per sistem no linfonodo e no bago no cur so da
infeccao, contudo, na orelha, o nimero de parasitas diminui com a cicatrizacdo da lesdo. Observamos também que
n&o ha reativacéo da leso apds o desafio. Nossos resultados mostram que as células T, estdo presentes na infecgéo
experimental por L. braziliensis e sugerem que estas células estéo associadas com a auséncia dereativagéo da doenca
apos um desafio.

Palavras-chaves. Leishmania braziliensis. Células T . BALB/c. L eishmaniose Tegumentar Americana.

Tegumentary leishmaniasis(TL) constitutesa serious problem of public health in Brazl. Regulatory T cells (CD4r CD25%)
(T, Play an important role in immune regulation, preventing pathological immune responses. Natural T, cells are
defined by constitutive expression of CD25, CTLA-4, GITR, CD103 and FoxP3 amongst other markers. T, cells, when
accumulated at the site of infection by Leishmania, suppress the proliferation of CD4* CD25 T cells, leading to the
persistence of parasite by | L-10-dependent mechanisms. Our objectivewasto characterizethe T, cell population in BALB/
cmiceinfected and re-infected with L. braziliensisand to evaluate whether these cellsarerelated with the persistence of the
parasite. CD4* CD25" T cells, obtained from infected mice, expressed different T, surface markers (CD103, GITR and
FoxP3) and were ableto suppress proliferation of CD4* CD25 T cells. We also observed the production of IFN-yand | L-
10 by CD4+ CD25 cells. We observed that the parasites persist in the draining lymphnode and spleen during infection,
although, in theear, the number of parasites decreaseswith clinical cure. We also observed that thereisno reactivation of
lesion post challenge. Our results show that T, cells are present in the experimental infection by L. braziliensis and
suggest that these cells are associated with the absence reactivation of disease after a challenge.

Key words: Leishmania brasiliensis. T cells. BALB/c. American Tegumentary Leishmaniasis.
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