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INTRODUCAO:

As Leishmanioses sdo zoonoses presentes nos quatro continentes, sendo
consideradas endémicas em 88 paises. Aproximadamente 1 a 1,5 milhdo de
pessoas desenvolvem as formas tegumentares como a leishmaniose cutanea
localizada, a difusa, a disseminada e a mucosa. (DESJEUX, 2004). No Brasil, a L.
(V.) braziliensis é o principal agente causador da leishmaniose tegumentar,
desencadeando principalmente a forma cutanea localizada, mas também a forma
mucosa ou muco-cutanea da doenca (HERWALDT 1999).

A infeccdo natural por leishmania comeca quando o inseto vetor inocula
formas promastigotas infectantes na pele do hospedeiro, as quais sao fagocitadas
pelos neutréfilos recém chegados que sofrerdo apoptose e serdo fagocitados pelos
macrofagos (LASKAY et al., 2003), as células hospedeiras do parasito. Dentro do
vacuolo fagocitico dos macrofagos, os protozoarios transformam-se em amastigotas
e multiplicam através de divisdo binaria simples. Depois de varios ciclos de diviséo,
sdo liberados como amastigotas devido a ruptura da ceélula hospedeira. As
amastigotas emergentes serdo novamente fagocitadas por macréfagos perpetuando
a infec¢éo no hospedeiro (HERWALDT, 1999).

A resposta imune inicial é extremamente importante para definir o padréo de
resposta imune adquirida que sera gerada contra o patdogeno e para prover células

hospedeiras ou microbicidas para os parasitos (VORONOV et al., 2010). De uma



maneira geral, a indugdo de uma resposta imune inata que favoreca o perfil Thl ira
controlar o parasito e a ndo geracao desta resposta imune promove a exacerbacgao
da lesédo (MCMAHON-PRATT &ALEXANDER, 2004; ROCHA et al., 2007).
Geralmente, a auséncia da geracdo do perfil Thl estd relacionada a geracao de
outros perfis, como o0 Th2 e o Th17, ambos associados com exacerbacéo da doenca
em camundongos (MCMAHON-PRATT &ALEXANDER, 2004; PITTA et al., 2009;
NYLEN &GAUTAM, 2010). Como a geracédo dos diferentes perfis de resposta imune
pode ser decisiva no controle dos parasitos, as leishmanias mais bem adaptadas ao
hospedeiro devem induzir uma resposta imune que favoregca a sua sobrevivéncia.
Assim, investigamos a produgcdo de citocinas da imunidade inata induzidas por
leishménias isoladas de formas clinicas cutanea ou mucosa.
MATERIAL E METODOS:
Formas amastigotas de leishmanias (trés isolados de lesbes cutaneas (JCJ8, RPL5,
CSA7) e trés de lesdbes mucosas (PPS6, ASL9, JBC8)) foram selecionadas
aleatoriamente do estoque de parasitos do Leishbank (Banco de leishmanias da
regido Centro Oeste/lUFG/Goids) e mantidas em camundongos C57BL/6
desprovidos do gene para INFy (IFNgKO) como descrito anteriormente (OLIVEIRA et
al., 2010). Apo6s a lesdo atingir 3mm, os animais foram sacrificados e as formas
amastigotas foram purificadas das patas por gradiente de Percoll® (LANG et al.,
2005). Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram separadas a
partir de sangue total de doadores saudaveis do Banco de Sangue do Hospital das
Clinicas da UFG em gradiente de Ficol-Hypaque (Pharmingen). PBMCs foram
cultivadas em RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino na
quantidade de 1,5 X 10° células/ml na presenca ou auséncia de 3 X 10° formas
amastigotas de L. (V) braziliensis. Apos diferentes intervalos de tempo o
sobrenadante da cultura foi colhido para avaliacdo das citocinas IFNy, 1L-17, TNFa,
IL-6, IL1B, IL-10 e TGFB por ELISA. Alternativamente, as células foram lisadas para
quantificacdo das citocinas por PCR em tempo real. Os resultados foram
comparados quanto a significancia dos mesmos pelo método de analise néo
paramétrica do Teste T student’s pareado.
RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para promover uma infeccdo eficiente, os parasitos do género Leishmania
devem ser internalizados por macréfagos e no interior destas células proliferarem na

forma amastigotas. Estas sdo liberadas e novamente devem penetrar em novos



macréfagos para manter uma infeccdo eficiente (MCMAHON-PRATT
&ALEXANDER, 2004). Ao reconhecer os parasitos, 0s macrofagos sédo capazes de
produzir varios mediadores inflamatérios e anti-inflamatérios, que por sua vez, vao
interferir com a geracdo de uma resposta imune especifica. Em nossos
experimentos, foi observado que PBMCs humanas produzem mais IL-1 (185%+39),
IL-10 (67%zx1), IL-6 (26%+19) e TGFB (10,39 vezes) apds o estimulo com
amastigotas de L. (V.) braziliensis in vitro. Entretanto, formas amastigotas desta
espécie ndo induzem a producéo de IFNy, TNF e IL-17. Parasitos isolados de lesdes
cutdneas ou mucosas induzem quantidades similares de IL-10 e IL-6, porém, a
quantidade de IL-1 foi maior quando PBMCs eram cultivadas na presenca de
parasitos oriundos de lesdes cutaneas. Esta maior producdo de IL-1 foi observada
principalmente em células estimuladas com os isolados JCJ8 (Figura 1 AB e C) e
CSA7 (Figura 1G e H), enquanto o isolado RPL5 induziu uma producédo de IL-1
similar aos isolados de mucosa (Figura 1 D,E e F). Uma tendéncia dos isolados
obtidos de lesdes cutaneas induzirem mais IL-1 foi confirmada pelo método da PCR
em tempo real (PBMCs estimuladas com amastigotas de lesdo cutanea produziram
9,14+2,77 vezes mais IL-18 do que as PBMCs nao estimuladas e quando
estimuladas com amastigotas de lesdo mucosa o aumento foi de 5,61+2,21 vezes
em relacdo ao ndo estimulado). O papel da IL-1 na leishmaniose tem sido explorado
recentemente, mas continua pouco esclarecedor. Experimentos utilizando o modelo
murino infectado por L. major sugerem que a IL-1 é importante para a ativacdo de
uma resposta imune protetora do tipo Thl (VON STEBUT, 2003), entretanto,
animais deficientes em IL-1 possuem uma menor lesédo e uma menor disseminacao
dos parasitos (VORONOV et al., 2010). No modelo murino de leishmaniose e outros
modelos, a IL-1 também se mostrou importante na geracdo de uma resposta Th2 ou
Th1l7, ambas prejudiciais ao hospedeiro infectado (KOSTKA et al., 2006; NYLEN
&GAUTAM, 2010). A nossa hipotese € que uma baixa producdo de IL-1 pode
dificultar a formacdo de uma resposta imune adquirida eficiente, embora diminua a
migracdo de células hospedeiras para o parasito. Desta forma, o parasito teria a
possibilidade de sobreviver por mais tempo no hospedeiro de uma maneira

silenciosa.
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Figura 1. Quantidade de IL1 produzida (ng/mL) por PBMCs de doadores
saudaveis estimuladas ou n&o com formas amastigotas de leishméania
oriundas de lesdes cutaneas (JCJ8, RPL5 e CSA7) ou mucosa (PPS6, JBC8 e
ASLD9). Os circulos representam a producédo de IL-1 no sobrenadante de cultura
de PBMCs de cada doador. * indica a diferenca estatistica seguida do valor p
(teste t de student’s). n indica o niumero de doadores .

CONCLUSAO:
Formas amastigotas de L. braziliensis oriundas de lesdo cutanea induzem a

producdo de IL-1 em niveis mais altos que amastigostas obtidas de lesdes mucosas.
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