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RESUMO

Leishmania braziliensis € o principal agente causador de leishmaniose cutanea no
Brasil, e apesar de sua importancia para a Saude Publica, ha caréncia de um
modelo experimental que possa ser usado para testar novas terapias e vacinas. O
objetivo deste estudo foi investigar a influéncia da carga parasitaria e do sitio de
inoculacdo na imunopatogénese da leishmaniose cutdnea causada por Leishmania
braziliensis em hamster no modelo de infeccdo na derme da orelha. Grupos de
animais (n=48) foram infectados por via intradérmica, na orelha (n=24) ou na pata
(n=24), com 10° promastigotas de L. braziliensis. Em seguida, outros grupos de
animais (n=32) foram infectados por via intradérmica na orelha, com 10° (n=16) ou
108 (n=16) promastigotas. As lesGes foram medidas a cada 5 dias por 60 dias. Os
animais foram eutanasiados com 30, 45 e 60d.p.i, e coletados a orelha e pata
infectada, linfonodos (retromaxilar ou popliteo), figado e baco, para a avaliacdo da
carga parasitaria, expressdo de mediadores inflamatérios e andlise das alteracdes
histopatoldgicas. As lesdes surgiram com 20d.p.i., tanto na pata como na orelha. As
lesbes na orelha ulceraram e foram maiores (p<0,0001) ao contrario das lesfes da
pata, que se apresentaram como pequenos nodulos, sem Ulceras. Na orelha foi
observada significante carga parasitaria apés 30, 40 e 60d.p.i., tanto na lesdo como
no linfonodo, sendo a carga parasitaria sempre maior na lesdo. Independente da via
de inoculacdo, o figado e baco ndo estavam aumentados, ndo apresentavam
nédulos e nem parasitos. No linfonodo retromaxilar, observou-se uma maior
expressdo das citocinas inflamatorias IFN-y, TNF-a e IL-6 e da enzima arginase,
com 30 e 60d.p.i., e isso foi corroborado com as alteracdes histoldgicas observadas
na orelha, processo inflamatério mais intenso e cronicidade da doenca. Ao contrario,
no linfonodo popliteo (pata), apresentou um misto de citocinas inflamatérias e anti-
inflamatorias, sugerindo uma regulacdo bem precoce da resposta imunoldgica e
inflamatoéria. Observou-se também que quanto maior o in6culo, mais intensa a
resposta inflamatoria e maiores as lesdes, entretanto, sem disseminacéo do parasito
para figado e bago, sugerindo menor comprometimento sistémico e maior tempo de
sobrevida para o animal. Em suma, os dados indicam que o in6culo de 10° parasitos
no modelo de infeccdo na orelha poderia facilitar a visualizacdo de um possivel
efeito protetor de novos farmacos ou candidatos vacinais.

Palavras-chave: Leishmania braziliensis. Leishmaniose cutanea. Hamster. Orelha.
Pata. Citocinas.



ABSTRACT

Leishmania braziliensis is the main causative agent of cutaneous leishmaniasis in
Brazil and despite its importance for public health, there is a lack of an experimental
model that can be used for testing new therapies and vaccines. The aim of this study
was to investigate the influence of parasite burden and the inoculation site in the
immunopathogenesis of cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania braziliensis
in hamsters using ear dermis infection model. Groups of animals (n = 48) were
infected intradermally in the ear (n = 24) or paw (n = 24) with 10° promastigotes of L.
braziliensis. Afterwards, other groups of animals (n=32) were infected intradermally in
the ear with 10° (n=16) or 10° (n=16) promastigotes. The lesions were measured
every 5 days for 60 days. The animals were euthanized at 30, 45 and 60 d.p.i., and
had their infected ears and paws, as well as lymph nodes (retromaxilar or popliteal),
livers and spleens collected for evaluation of parasite burden and expression of
inflammatory mediators, and analysis of histopathological changes. The lesions
arose at 20 d.p.i. both paw and ear. The ear lesions ulcerated and were bigger (p<
0.0001) in contrast to paw lesions that presented themselves as small nodules
without ulcers. It was observed significant parasitic burden in the ear after 30, 40 and
60 d.p.i. at the lesion and in the lymph node, with parasite burden being always
bigger at the lesion. Regardless of the route of inoculation, neither liver and spleen
were enlarged nor had lumps or parasites. In the retromaxillary lymph node, it was
observed a greater expression of inflammatory cytokines IFN- y, TNF- a and IL -6
and the enzyme arginase, 30 and 60 d.p.i.,, and it was corroborated by histological
changes observed in the ear, intenser inflammatory process and chronicity of the
disease. On the contrary, the popliteal lymph node (paw) presented a combination of
pro and anti-inflamatory cytokines indicating a precocious regulation of immune and
inflammatory response. It was also observed that the bigger the inoculum, the more
intense the inflammatory response and bigger the lesions, however, without parasite
dissemination to the liver and spleen, indicating lesser systemic commitment and
increased survival time of the animal. In short, the data indicates that the inoculum of
10° parasites through the ear dermis infection model could make easier the
visualization of a possible protective effect of new drugs or vaccine candidates.

Keywords: Leishmania braziliensis. Cutaneous leishmaniasis. Hamster. Ear. Paw.
Cytokines.
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1 INTRODUCAO
1.1Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses sao antropozoonoses consideradas um grande
problema de salde publica, e representam um complexo de doengas com
importante espectro clinico e diversidade epidemiolégica. Segundo a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), encontra-se entre as seis endemias consideradas
prioritarias no mundo (DESJEUX, 2004; BRASIL, 2010).

As leishmanioses constituem doencas endémicas em regides tropicais,
subtropicais, em 98 paises distribuidos em todos os continentes, exceto Antartida e
Oceania, e sua notificacdo é compulséria em apenas 30 deles (DESJEAUX, 2004;
ALVAR et al., 2012; WHO, 2015). Dados da OMS indicam que 350 milhdes de
pessoas estao expostas ao risco de contrair a doenga, com registro aproximado de
dois milhdes de novos casos, das diferentes formas clinicas ao ano (ALVAR et al.,
2012; WHO, 2015) (Figura 1).

Figura 1: Distribuicdo geogréfica dos casos de leishmaniose cutadnea no mundo, 2013.
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A OMS estima que 12 milhGes de pessoas estejam infectadas e
aproximadamente dois milhdes de novos individuos séo infectados anualmente. Esta

afecgdo apresenta uma incidéncia anual de dois milhdes de casos das diferentes
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formas clinicas, sendo 1,5 milhdo de casos de LT e 500.000 de casos de LV que
representa a forma mais grave da doenga com aproximadamente 59 mil ébitos ao
ano, sendo, dentre as doencas parasitarias, a segunda em numero de Obitos,
perdendo apenas para a malaria (ALVAR et al., 2006; LIMA et al., 2007; WHO,
2015).

Mais de 90% dos casos de LV est&o concentrados em seis paises: india,
Bangladesh, Sudao, Suddo do Sul, Brasil e Etidpia. A distribuicdo da LT € mais
ampla, ocorrendo nas Américas, Regido Mediterranea, Asia Ocidental e Central e no
Oriente Médio. Dez paises apresentam de 70 a 75% dos casos mundiais de LT:
Afeganistdo, Argélia, Coldmbia, Brasil, Ira, Siria, Etiopia, Suddo, Costa Rica e Peru.
(DESJEUX, 2004; DEN BOER et al., 2011; WHO, 2015). Nota-se que o Brasil € um
pais com grande importancia epidemiologica, pois € endémico para ambas as
formas da doenca, com uma média anual de 18,2 mil casos de LC notificados em
2013 e aproximadamente 3,2 mil casos de LV no periodo de 2011 a 2013 (OPAS;
OMS, 2015).

No continente Americano a leishmaniose cutdnea € nomeada de
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e apresenta um espectro de
manifestacdes clinicas, variando desde uma doenca benigna como a leishmaniose
cutanea localizada, que tende para cura espontanea, até formas graves da doenca
como a leishmaniose mucosa e a disseminada (ALVAR et al., 2012; DA-CRUZ;
PIRMEZ, 2012).

A LTA é uma doenca que acompanha o homem desde a antiguidade e
referida em documentos histéricos desde tempos antigos (MONTEIRO, 2009).
Estudos arqueoldgicos realizados no Peru revelaram figuras humanas mutiladas em
ceramica, hoje se sabendo como LTA, mas que por alguns anos foram confundidas
com a apresentacgéo clinica da sifilis (GOMES et al.,2014).

No Brasil, Moreira (1895) identificou pela primeira vez a existéncia do
botdo endémico dos paises quentes, chamando “Botdo da Bahia” ou “Botdo de
Biskra”. A confirmacdo de formas de Leishmania em Ulceras cutaneas e
nasobucofaringeas ocorreu no ano de 1909, quando Lindenberg encontrou o
parasito em individuos que trabalhavam em areas de desmatamentos na construcéao
de rodovias no interior de S&o Paulo. Splendore (1911) diagnosticou a forma mucosa
da doenca e o médico Gaspar Vianna deu ao parasito o nome de Leishmania
brasilienses (BRASIL, 2014).
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No ano de 1922, Aragao, pela primeira vez, demonstrou o papel do inseto
flebotomineo na transmissdo da leishmaniose tegumentar e Forattini (1958)
encontrou roedores silvestres parasitados em areas florestais do Estado de Sao
Paulo. Desde entdo, a transmissdo da doenca vem sendo descrita em varios
municipios de todas as unidades federadas (BRASIL, 2014).

Os parasitas do género Leishmania sao aproximadamente 30 espécies
diferentes, das quais cerca de treze estdo associadas a doenca humana,
causadores das formas tegumentares, podem ser subdivididos em dois subgéneros:
Viannia e Leishmania, possuindo padrbes epidemiolégicos distintos e algumas
espécies com acentuada preferéncia por reservatérios especificos (MOMEM,;
CUPOLILLO, 2000). Espécies do subgénero Leishmania e Viannia estdo implicadas
na LTA, sendo 90% dos casos causados por L. (V.) braziliensis (DEN BOER et al.,
2011). No Brasil, as espécies de protozoarios do género Leishmania, mais
frequentemente associadas a doenca humana séo as espécies L. (V.) braziliensis, L.
(V.) guyanensis e L. (Leishmania) amazonensis (DA-CRUZ; PIRMEZ, 2012).

Os agentes causadores da leishmanioses sdo protozoarios do género
Leishmania (ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae), que sédo parasitos
encontrados no tubo digestério de flebotomineos na forma de promastigota e no
Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM) dos hospedeiros vertebrados na forma de
amastigota (ROSS, 1903; REY, 2008; WHO, 2015).

A principal forma de transmissdo das leishmanioses é vetorial por
intermédio da picada de fémeas de flebotomineos infectadas, pertencentes a
subfamilia Phlebotominae (géneros Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no
Novo Mundo) (REY, 2008; ELMAHALLAWY et al.,, 2014). Os flebotomineos
apresentam ampla distribuicdo geografica, sendo encontrados sob as mais diversas
altitudes, condi¢cBes climéticas e ambientes (silvestres, rurais e urbanos) (MIRANDA;
DIAS, 2011). Quanto aos vertebrados, uma grande variedade de mamiferos como
canideos, marsupiais, procionideos, ungulados primitivos e primatas, inclusive o
homem, s&o susceptiveis a infecgéo por Leishmania spp. (BRASIL, 2014).

A Leishmania é um parasito digenético, cujo ciclo vital se passa em
hospedeiros vertebrado e invertebrado, apresentando-se sob duas formas
evolutivas: amastigotas, que séo estruturas arredondadas, com flagelo interiorizado,
gue se localizam em células fagocitarias de vertebrados, sobretudo macréfagos; e

promastigotas, que sdo formas alongadas, providas de flagelo livre, e que se
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desenvolvem no tubo digestivo do inseto vetor (REY, 2008).

Durante a hematofagia, as formas promastigostas presentes nas
glandulas salivares dos flebotomineos fémeas sdo inoculadas na juncdo derme-
epiderme do hospedeiro vertebrado. Nesse local ocorre a fagocitose dos parasitos,
que irdo se transformar em amastigotas no interior do vacuolo parasitéforo de
células do SMF, entre elas o macrofago. No interior dessas células os amastigotas
multiplicam-se por divisdo binaria e séo responsaveis pelas infec¢des, que podem
persistir por toda vida no hospedeiro. Para continuidade da transmissao,
flebotomineos fémeas, durante o repasto sanguineo, podem ingerir formas
amastigotas do hospedeiro infectado. No interior do inseto uma nova transformagéo
ocorre, e apés um periodo de divisdo as formas denominadas promastigotas
metaciclicas se instalam na regido das glandulas salivares do inseto, o que permite a
transmissdo do protozoario para um novo hospedeiro durante novo repasto
sanguineo (CONCEICAO-SILVA; ALVES, 2014). (Figura 2)

Figura 2: Ciclo biologico de Leishmania sp.
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A leséo inicial ocorre ap6s a picada do flebotomineo contaminado pelas

formas promastigotas do parasito. Forma-se uma macula, que a partir de duas
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semanas pode apresentar um nddulo e/ou papula eritematosa pequena e pruriginosa
(GOTO; LINDOSO, 2012). A apresentacao das lesdes formadas dependera da
espécie do agente etiologico envolvido (GOTO; LINDOSO, 2012; CFSPH, 2015),
além da genética e do estado imunolégico do hospedeiro (KALANTARI, et al., 2014),
podendo ser: ulceradas, nodulosas e lisas, placas planas ou verrugosas com
hiperqueratose; estas lesées podem permanecer localizadas e evoluirem para cura
espontanea, ou através dos vasos linfaticos, se disseminarem e produzirem lesdes
secundarias em outras regides da pele e mucosas (CFSPH, 2015).

No Brasil, principalmente trés espécies de Leishmania sdo associadas a
leishmaniose tegumentar: L. braziliensis, L. guyanensis e L.amazonensis
(COUTINHO et al.,1987; BRASIL, 2010). Essas espécies sao capazes de produzir a
forma clinica mais frequente da doenca, a leishmaniose cutanea localizada (LCL),
que representa 50-75% dos casos da doenca. Embora os aspectos clinicos da LCL
variem de acordo com a espécie, a lesdo classica inicia-se como uma pépula ou
nodulo no sitio da inoculacdo que expande lentamente (REITHINGER et al., 2007),
evoluindo para uma lesdo ulcerativa na pele, que é a apresentacdo clinica mais
comum da LTA, caracterizada por baixo parasitismo tecidual, sendo considerada
benigna uma vez que responde bem a terapéutica antimonial, podendo mesmo
evoluir para a cura espontanea (DA-CRUZ; PIRMEZ, 2012). A LCL pode também
evoluir para outras formas clinicas: leishmaniose mucosa (LM), leishmaniose
cutanea difusa (LCD) e leishmaniose cutanea disseminada (LD) (DA-CRUZ;
PIRMEZ, 2005; BRASIL, 2010).

A LM causa parcial ou total mutilagdo nas membranas mucosas do nariz,
boca e garganta, com destruicdo de tecido epitelial, com elevada morbidade e, em
alguns casos, levando a morte (PEARSON et al., 2000; RODRIGUES et al., 2006).
No caso de infeccdo por L. braziliensis, cerca de 3 a 5% dos individuos infectados
evoluem para leishmaniose mucosa. Nessa apresentacao clinica, a exacerbacdo da
resposta imunologica aos antigenos de Leishmania e a cronicidade da doenca
impdem dificuldades no manejo terapéutico, a despeito da escassez de parasitos.
Em geral as lesdes de LM sdo mais resistentes ao tratamento, exigindo doses
maiores de drogas e recidivando com mais frequéncia que a forma cutanea. Além
dos aspectos patogénicos da infeccdo, existem individuos nas areas endémicas que
estdo expostos ao parasito, mas que n&o desenvolvem a doenca, sendo
considerados assintomaticos ou subclinicos (DA-CRUZ; PIRMEZ, 2012).
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A LCD é a forma anérgica da leishmaniose tegumentar, caracterizada por
lesdes multiplas ndo ulceradas contendo alto numero de parasitos e baixa ou
inexistente resposta imunoldgica celular. Nas Américas, seus agentes causadores
sdo espécies pertencentes ao subgénero Leishmania e ao complexo mexicana: L.
venezuelensis, L. pifanoi, L. mexicana e L. amazonensis (PIRMEZ et al., 1993;
BOMFIM et al., 1996). No Brasil esta associada principalmente a L. amazonensis
(LAINSON, 1983; GRIMALDI; TESH, 1993). A resposta a terapéutica na LCD é mais
dificil que nas outras formas clinicas e as recidivas sao frequentes (BRASIL, 2013).

A LD da LTA é uma expressdao relativamente rara que pode ser observada
em até 2% dos casos e frequentemente confundida com a forma LCD. Foi descrita
clinicamente em 1986 e desde entdo tem sido realizada pesquisas que
complementam as descricdes clinicas com informacdo sobre o comportamento
imunolégico e parasitolégico. As duas espécies reconhecidas como causadoras
desta sindrome sdo a L. braziliensis e a L. amazonenses (BRASIL, 2010). E
caracterizada por apresentar lesdes pleomorficas mdltiplas, papulares, nodulares
e/ou acneiformes, com escassez ou auséncia de parasitos nos tecidos afetados. A
lesdo normalmente inicia-se com uma ou poucas papulas e rapidamente ha o
aparecimento de diversas lesdes espalhadas por toda a superficie do corpo
(TURETZ et al., 2002; BRASIL, 2010). Apesar dos individuos acometidos com a
forma disseminada serem capazes de montar uma resposta imunolédgica celular
contra Leishmania, seu progndstico ndo € favoravel, pois essa afeccdo néao
responde adequadamente a terapéutica, necessitando séries adicionais de
tratamento para alcancar a cura clinica (MACHADO et al., 2011; BRASIL, 2013).

As leishmanioses sdo consideradas doencas negligenciadas apesar de
diversos trabalhos nos ultimos anos terem mostrado esforcos crescentes para o
desenvolvimento de vacinas e novas drogas (COSTA et al.,, 2011). O antimonial
ainda é o tratamento de elei¢cdo preconizado desde 1912 e ha mais de 50 anos é
baseado em injecdes parenterais com antimoniais pentavalentes que, além de
causarem dor local e serem toxicos para o figado, rins e coracdo, tém sido alvo de
resisténcia para algumas espécies de Leishmania em regibes endémicas (ROMERO
et al., 2001).

Além do tratamento, outra estratégia que geraria impacto no controle da
doenca seria o desenvolvimento de uma vacina que pudesse aumentar a resisténcia

ao protozoario. Porém, apesar dos avangos recentes nas pesquisas em vacinas
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contra as leishmanioses, ndo existe ainda uma vacina para uso humano com
eficAcia comprovada (KEDZIERSK et al., 2006; KEDZIERSK et al., 2010).

Diante desses fatos, o estudo das leishmanioses em modelo experimental
€ necessario ndo so para o entendimento de sua imunopatogénese como para o
desenvolvimento de novos farmacos e vacinas, 0S quais SA0 necessarios para a
avaliacdo da eficacia de drogas e da imunogenicidade de candidatos vacinais. A
escolha do modelo adequado baseia-se em diversos fatores como semelhancas
clinicas, fisiolégicas e imunolégicas com o hospedeiro, capacidade em manifestar a
doenca e permitir estudos por um longo periodo, além da disponibilidade e facilidade
de manejo animal (HOMMEL et al., 1995; AWASTHI et al., 2004; OLIVEIRA et al.,
2005; GARG; DUBE, 2006).

O camundongo e o hamster sdo os dois animais em que 0os modelos da
infeccdo e da quimioterapia para Leishmania sdo mais estudados e melhores
documentados (AWASTHI et al., 2004). Dentre os camundongos mais utilizados, o
BALB/c € o mais susceptivel (HOMMEL et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2004), se
infectam por L. braziliensis, desenvolvem um quadro clinico frustro e de curso
benigno, ndo reproduzindo os aspectos mais caracteristicos da LTA. Neste modelo,
as lesdes progridem até a quinta semana pés-infeccdo e em seguida regridem
espontaneamente, dificultando estudos de acompanhamento de lesdo por longo
prazo, aspecto desejado em pesquisas por candidatos vacinais (DEKREY et al,1998;
ROCHA et al, 2007).

Ao contrario do modelo murino, o modelo hamster € altamente susceptivel
a infeccdo por espécies do subgénero Viannia e reproduz perfeitamente a LTA
causada por espécies como L. braziliensis, L. panamensis e L. guyanensis
(OLIVEIRA et al. 2004). As lesbes geradas pela infeccdo tendem a se desenvolver
rapidamente nesse modelo, apresentando evolugdo de curso crénico, 0 que permite
monitoramento por longos periodos, Util em estudos terapéuticos e imunolégicos.

Além disso, a infec¢do cutdnea no hamster reproduz muitos dos aspectos
observados na infecgdo humana como a linfoadenopatia, a metastase cutédnea e a
capacidade de montar uma resposta protetora em lesdes secundarias (HOMMEL et
al., 1995). Nesse sentido, o hamster preenche todas as caracteristicas necessarias,
destacando-se como modelo ideal no estudo das leishmanioses, principalmente pela

susceptibilidade as espécies do subgénero Viannia (OLIVEIRA et al., 2004).
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1.2 Modelo experimental: hamster dourado

O hamster é relativamente novo como animal de laboratorio. Os primeiros
hamsters usados em experimentacdo animal foram os chineses (Cricetus griseus) e
ja em 1919 foi comprovada sua susceptibilidade a Leishmania (ANDRADE et al.,
2002; ANDRADE et al., 2006; SIROIS, 2008). Entretanto, a manutencdo desses
animais era dificil e sua reproducdo em cativeiro pouco satisfatoria, o que implicava
novas e sucessivas importacdes da China (EVESON, 1981; ANDRADE et al., 2002).
Além disso, os animais ndo forneciam dados satisfatorios nos estudos da
leishmaniose mediterranea. Entdo, a procura de um modelo mais adequado, levou
pesquisadores irem em busca de uma nova espécie de hamster (ANDRADE et al.,
2002).

A espécie Mesocricetus auratus também é conhecida como hamster sirio
dourado ou esquilo libanés porque sua origem € de uma regido no norte da Siria,
perto do rio Eufrates, chamado Aleppo. O hamster sirio dourado foi descrito como
uma nova espécie e originalmente nomeado “Cricetus auratus” por Walterhouse em
1839 (WALTERHOUSE, 1840) e por razdes desconhecidas, no inicio da década de
20 ele foi considerado extinto em seu ambiente natural (HEAD; BILLINGHAM, 1985).

Em 1930, o Prof. Aharoni, catedratico do Departamento de Zoologia da
Universidade Hebraica de Jerusalém, foi em uma expedicdo a Siria e coletou uma
fémea de hamster dourado com sua ninhada. Apos um ano de criacdo em cativeiro,
percebeu-se a importancia do estabelecimento e manutencdo do hamster sirio em
condicBes de laboratério (ADLER, 1948). Devido a dificuldade na reproducéo desta
espécie em cativeiro e aos dados insatisfatérios obtidos em estudos de leishmaniose
no Mediterraneo, foi criada por volta da década de 30, em laboratérios da Franca e
Inglaterra, uma nova colénia de hamsters oriundos da Siria. Essa criagdo foi
posteriormente estendida para os Estados Unidos (SIROIS, 2008). As espécies
facilmente adaptaveis a paises ocidentais tornaram-se mais comuns entre todos os
hamsters (ADLER, 1948). Hoje em dia, todos os animais existentes das espécies de
hamsters s&o descendentes dessa linhagem criada em Jerusalém (HEAD;
BILLINGHAM, 1985; ADLER, 1989).

A taxonomia do hamster dourado é definida como: Classe Mammalia,
Ordem Rodentia, Familia Cricetidade, Género Mesocricetus, Espécie M. auratus

Estes animais foram inicialmente denominados de hamsters sirios (Syrian hamsters)
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em virtude do local onde foram encontrados e mais tarde, juntou-se a denominacgéo
dourado (golden) devido a sua cor de pelagem (ANDRADE et al., 2006; SIROIS,
2008).

Os hamsters dourados sao animais que vivem de 18 a 24 meses
(HARKNESS; WAGNER, 1993; QUESENBERRY; CARPENTER, 2012), possuem
pequeno porte, cujo comprimento quando adulto pode chegar de 15 a 17
centimetros e seu peso de 85 a 120 gramas (ANDRADE et al., 2006; SIROIS, 2008).

Possuem habitos noturnos, preferindo temperaturas mais altas, podendo
hibernar quando a temperatura cai (ANDRADE et al., 2006; SIROIS, 2008). Sao
animais solitarios e altamente territoriais, sendo muito agressivos entre membros da
mesma espécie, exceto em época reprodutiva (CHAMPAGNE, 2006;
QUESENBERRY; CARPENTER, 2012). As fémeas sdo mais agressivas que 0S
machos (ANDRADE et al., 2006; SIROIS, 2008).

A puberdade ocorre aos 28 dias de idade, a maturidade sexual se da por
volta dos 42 dias, mas como o hamster € um animal muito precoce pode ocorrer
casos em que pode se reproduzir com apenas um més de vida. O periodo de
gestacdo € de aproximadamente 16 dias e a média de filhotes por ninhada € de 8,
podendo se encontrar ninhadas com até 16 filhotes (ANDRADE et al., 2002; SIROIS
2008).

Os hamsters séo utilizados como modelos experimentais para pesquisa
por possuirem alta taxa de reproducdo e pela facilidade no manejo, sendo
relativamente livres de infeccfes espontédneas e, em contrapartida, susceptiveis a
uma série de agentes patogénicos introduzidos (ANDRADE et al., 2002; SIROIS,
2008).

Nos laboratérios, o hamster dourado € utilizado por ser um excelente
modelo em diversas doencgas infecciosas humanas, como a doenca de Chagas,
clostridiose, ancilostomose (BILATE et al., 2007, GOULDING et al., 2009), sifilis e as
leishmanioses (MELBY et al., 1998), sendo o Unico modelo disponivel em algumas
dessas doencas. E como modelo de doenca, € o animal mais utilizado para o
isolamento de cepas de Leishmania sp. (HOMMEL et al, 1995; OLIVEIRA et al.,
2004).

Diversos estudos experimentais de Leishmania no modelo hamster é feita
com as espécies responsaveis pela forma visceral da doenga, uma vez que o

hamster reproduz a maioria dos aspectos encontrados nas doencas humana (DEA-
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AYUELA et al. 2007; MOREIRA et al. 2012) e canina (MOREIRA et al. 2012). No
entanto, os estudos envolvendo espécies responsaveis pela LTA sdo mais escassos,
onde as espécies mais frequentemente usadas séo L. braziliensis e L. panamensis
(GOMES-SILVA et al., 2013; RIBEIRO-ROMAO et al., 2014).

1.3 Hamster dourado como modelo experimental para leishmaniose
tegumentar americana

Os estudos realizados a partir da infeccdo por espécies do subgénero
Viannia (L. braziliensis, L. guyanensis), principais responsaveis pela leishmaniose
tegumentar nas Américas, é limitado pela dificuldade de modelos experimentais
adequados. No entanto, o modelo do hamster dourado (Mesocricetus auratus) €
excelente para as pesquisas sobre a LTA devido a elevada suscetibilidade a infeccéo
por espécies do subgénero Viannia e a capacidade de reproduzir muitos dos
aspectos clinicos e caracteristicas histopatolégicas da leishmaniose tegumentar
humana (KAHL et al., 1991; GOMES-SILVA et al., 2013). A susceptibilidade deste
modelo foi comprovada nos primeiros trabalhos realizados com L. braziliensis em
infeccdo de hamsters e camundongos, Balb/c e CBA/H, onde foi observado que o
desenvolvimento da doenca era mais dificil em camundongos quando comparados
aos hamsters, além do periodo de incubacgio nesses também ser maior (ZELEDON
et al. 1969; NEAL; HALE, 1983).

O animal desenvolve lesGes na pele guando infectados por uma das
espécies Viannia ou Leishmania, incluindo L. (V.) braziliensis (BRASIL, 1976;
WILSON et al., 1979; MORAIS-TEIXEIRA et al., 2008; RIBEIRO-ROMAO et. al.,
2014), L. (L.) amazonensis (FIGUEIREDO et al., 1999), L. (V.) guyanensis, L. (V.)
panamensis (REY et al., 1990; OSORIO et al., 2003), L. (V.) lainsoni (CORREA et
al., 2007) e L. (V.) peruviana (GAMBOA et al., 2008). Com efeito, as lesdes cutaneas
desenvolvidas por estes animais sdao muito semelhantes as observadas Ulceras de
LC em seres humanos (HOMMEL et al., 1995).

Recentemente, foi demonstrado que o hamster dourado também é um
modelo adequado para estudos sobre a imunopatogénese da LC causada por L.
braziliensis porque desenvolve lesdes crbnicas de pele que clinicamente e
histopatologicamente espelham os dos seres humanos (RIBEIRO-ROMAO et. al.,
2014; DA SILVA-COUTO et. al.,, 2015). A persisténcia da doengca e suas
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consequéncias, como a formacéo de lesbes metastaticas e/ou visceralizacéo, tipicas
da L. braziliensis, podem ser vistas apos trés meses de infec¢cdo, no modelo com
hamster. Deste modo, podemos acompanhar a cronicidade natural da doenca
durante longos periodos de tempo (OLIVEIRA, et al., 2004). Isso transforma o

hamster dourado em um modelo promissor para o estudo da LTA.

1.4 Aspectos imunopatolégicos e curso da infeccdo no modelo hamster da

leishmaniose tegumentar americana

A utilizacdo de modelos experimentais em estudos da leishmaniose tem
apontado questbes importantes relacionadas a evolucdo da doenca e
desenvolvimento da resposta imunoldgica de resisténcia e susceptibilidade. Essa
condicao de susceptibilidade ou de resisténcia em cada animal é controlada por

7

fatores genéticos proprios, mas também é caracteristica de cada espécie de
Leishmania (HOMMEL et al., 1995; NIETO et al., 2011).

A suscetibilidade do modelo hamster pode ser observada no estudo da LC
causada por espécies do subgénero Viannia, mostrando uma previsivel evolucéo da
doenca, levando a um rapido desenvolvimento das les6es, com uma evolugéo
crdnica, que permite o monitoramento imunoldgico e terapéutico por longo periodo
(OLIVEIRA et al., 2004).

As principais caracteristicas histopatolégicas em lesdes crbnicas de
hamsters infectados com Leishmania é a presenca de granulomas e corpusculos de
Schaumann. O granuloma ou reacdo granulomatosa, € caracterizada por
macréfagos em arranjos epiteliéides apresentam-se vacuolizados e com numero
variado de parasitos, além de linfocitos, plasmécitos, neutrofilos e eosinofilos,
podendo haver ou ndo necrose (KAHL et al., 1991, GOMES-SILVA et al., 2013). Os
corpusculos de Schaumann ocorrem quando ha a presenca de estruturas basofilicas
em formato lamelar concéntrico (KAHL et al., 1991, GOMES-SILVA et al., 2013), a
partir de debris celulares e parasitos mortos que nédo séo rapidamente reabsorvidos
e sofrem calcificagdo (KAHL et al., 1991).

A fase inicial da reacdo granulomatosa da infeccdo em hamster por
espécies do género Viannia é caracterizada por um infiltrado inflamat6rio misto,
constituido por macréfagos, neutrofilos, eosinofilos e linfocitos, sendo que a reacao

granulomatosa se estabelece a partir de 15 dias de infeccao, caracterizando a fase
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cronica da doenca (KAHL et al., 1991). Os corpusculos de Schaumann,
frequentemente vistos em hamsters infectados, ndo sao geralmente descritos em
humanos ou em outros animais experimentais com leishmaniose (ESSAYAG et al.,
2002).

No primeiro estudo molecular sobre os aspectos imunopatoldégicos no
modelo hasmter, utilizando L. (L.) donovani, foi descrito sequéncias nucleotidicas
dos genes de vérias citocinas de hamster (IL-2, IL-4, INF-y, TNF-a, IL-10, IL-12 e
TGF- B), que foram usadas para analise da expressdo no modelo visceral de
infeccdo. Diferente do esperado, ja que 0s animais apresentam doenca progressiva
com incapacidade de controlar a replicacdo dos parasitos, ndo existe uma
polarizacéo para o perfil de resposta do tipo 2 (IL-4, IL-10 e TGF- B) e auséncia de
resposta do tipo 1 (IL-2, TNF-a e INF-y) (MELBY et al., 1998). Foi observado que a
expressao de IL-4 ndo aumentou em resposta a infeccdo pelo parasito, apesar dos
niveis basais detectados em hamsters ndo infectados ja serem proeminentes.
Também, a expresséo de IL-12 e IFN-y foram detectados em baixos niveis, sete dias
pos-infeccdo (MELBY et al., 2001).

Embora detectada uma forte expressao de citocinas Thl (IL-2 e INF-y) no
figado, baco e medula 6ssea, a replicacdo de parasitos nestes sitios levaram a uma
doenca progressiva, onde néo foi detectada expressdao de mRNA para a enzima
INOS. Além disto, foi observada producdo de TGF-f e IL-10, que possivelmente
estariam agindo na inibicdo dos macrofagos na geracdo de NO, possibilitando a
evolucdo da doenca neste modelo experimental. Essa auséncia também nao foi
decorrente da falta de TNF-a, um segundo sinal potente para indugédo de iNOS, ja
gue houve alta expressao dessa citocina (MELBY et al., 2001).

A reducédo na producdo de NO em hamster infectados por L. donovani
pode ser mediada pelo aumento da expressdo de arginase, porque a arginase
compete com a iINOS pelo mesmo substrato necessario para a sintese de NO, a L-
arginina. Sendo assim, o aumento na expressao de arginase reflete em diminuicao
na producdo de NO. E a metabolizagdo da L-arginina pela arginase leva a formacéo
de L-ornitina, precursor da sintese de poliaminas, o que favorece o crescimento dos
parasitos (OSORIO et.al., 2012).

Apesar da importancia dos niveis de citocinas na compreensdo da
imunopatogénese e imunidade, ainda sdo raros os estudos sobre o padrdo de

citocinas na LC em hamsters. Foram observados em hamsters infectados por L.



27

panamensis, utilizando o ensaio de RT-PCR em tempo real, altos niveis de IFN-y, IL-
12p40, IL-10 e TGF-B em lesdes cronicas com dois meses de evolugdo, sem um
padrédo de polarizacéo para o tipo 1 ou tipo 2 de resposta (OSORIO et al., 2003).

Recentemente, foram descritas outras sequéncias de DNA complementar
de citocinas, quimiocinas e moléculas relacionadas a resposta imunolégica de
hamsters infectados pela mesma espécie descrita anteriormente, por sete dias,
comparando a expressdo do RNAm em pele e linfonodo de hamster infectado por L.
panamensis. Verificou-se uma maior expressao basal no linfonodo em comparacao
com a pele para a maioria dos transcritos (IL-4, CCR4, IL-21, TNF-a, TGF-f3, IFN- y,
IL-12p40, IL-10, e Foxp3). No inicio da fase da infec¢do foi observada regulagéo
concomitante por citocinas do tipo 1 (IFN-y e IL- 12p40) e tipo 2 (IL-4, IL-10, IL-13 e
IL-21) no local da infeccdo cutanea, sugerindo que um tipo equilibrado de resposta
contribui para a cronicidade da doenca causada por L. panamensis em hamster
(ESPITIA et. al., 2010).

Na maioria dos experimentos realizados com o modelo hamster é
observado lesGes na pele dos animais, infectados com as espécies do subgénero
Viannia, que se inicia com eritema e edema local, evoluindo para uma péapula,
culminando com uma apresentacdo nodular ou ulcerada (WILSON et al., 1979;
HOMMEL et al.,, 1995). Essas lesbes no hamster geralmente se desenvolvem
tardiamente, a partir de um més (BRASIL, 2013).

Entretanto, o periodo de surgimento da lesdo, a apresentacéo clinica e o
tamanho da leséo, que refletem a gravidade da doenca, dependem de uma série de
fatores, que podem levar a variagbes nesses parametros (MEHEGAN et al., 1999).
Entre esses fatores, esta a constituicdo genética variada desses animais, chamados
outbred, que pode influenciar em diferentes resultados clinicos da doenca, de tal
forma que o modelo reproduza a heterogeneidade observada na doenca humana
(PEREZ et al., 2006).

Porém, este modelo é subutilizado pela falta de reagentes imunolégicos
comerciais como, por exemplo, anticorpos especificos para citocinas e moléculas
marcadoras de subpopulagdes celulares, necessarios para uma investigacdo mais
detalhada dos mecanismos imunopatoldgicos envolvidos na doenca. Além disso, 0s
estudos disponiveis no modelo hamster usam como sitio de inoculagcdo a pata,
apresentam diversos protocolos, utilizando diferentes cepas e um inéculo geralmente

alto, levando a cursos clinicos diferenciados da doenca, além de culminar com a
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visceralizagdo do parasito para o figado e baco, e consequente morte do animal
(HOMMEL et al., 1995; AWASTHI et al., 2004, OLIVEIRA et al.,, 2005). Outros
parametros também estdo envolvidos como o género animal ou idade (WILSON et
al., 1979; TRAVI et al., 2002), as caracteristicas biolégicas dos parasitos inoculados
tais como o numero de passagens in vitro, fase de crescimento, estagios de
desenvolvimento ou taxa de formas metaciclicas (REY et. al., 1990; GAMBOA et al.,
2008) e a rota e o sitio de inoculacdo (WILSON et al., 1979; OSORIO et al., 2003).

Entre os varios parametros estudados, estd a espécie de Leishmania
envolvida na infec¢do do animal, que € um dos principais fatores para os diferentes
cursos clinicos da doenca. Varios experimentos mostraram diferencas nas
manifestagbes clinicas entre espécies de Leishmania, como o de Gamboa et. al
(2008) que infectou animais com L. (V.) peruviana e L. braziliensis, e observaram
que L. braziliensis era mais virulenta que L. peruviana, gerando lesdes maiores de
surgimento mais precoce, ao contrario de outro experimento em 1979 que L. (L.)
amazonensis mostrou ser mais virulenta para hamsters do que L. braziliensis, que
surgiram lesGes mais necréticas e consequentemente mais graves (WILSON et al.,
1979).

Outro parametro importante € o tamanho do inéculo a ser utilizado na
infeccdo, uma vez que a espécie L. braziliensis esta associada a um baixo
crescimento e desenvolvimento das formas infectantes in vitro, necessitando de um
in6culo elevado para garantir a infeccdo (OLIVEIRA et al., 2005). Foi observado em
estudo com hamsters infectados com diferentes indculos por L. braziliensis (104, 105,
10® promastigotas) que os animais infectados com 10* promastigostas
desenvolveram uma doenca mais branda quando comparados aos animais
infectados com os in6culos mais altos, sugerindo que diferentes concentracdes de
indculo influenciam no quadro clinico, no tamanho final da leséo, e no grau de dano
do tecido, além da capacidade de visceralizacdo do parasito (RIBEIRO-ROMAQO et
al., 2014).

Mesmo com essa variagdo no comprometimento sistémico, 0s trés
indculos utilizados ndo conduziram a diferencas na carga parasitaria, expressao
génica de IFN-y e IL-10, ou nos niveis de IgG anti-Leishmania. Portanto, o in6culo de
10° seria o mais apropriado para estudos de candidatos vacinais, uma vez que leva

a um desenvolvimento relativamente rapido da lesdo quando comparado ao indculo
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mais baixo e a um comprometimento sisttmico menor quando comparado ao inoculo
mais alto (RIBEIRO-ROMAO et al., 2014; SAAVEDRA, 2015).

Estudos que abordam a relagdo entre o género sexual e a
susceptibilidade a leishmaniose em modelos experimentais séo raros, principalmente
envolvendo o subgénero Viannia. Foi demonstrado que hamsters machos sdo mais
susceptiveis a desenvolverem les6es maiores e mais graves, tendo uma maior carga
parasitaria nos linfonodos do que as fémeas quando infectados com L (V.)
panamensis e L (V.) guyanensis. Porém, quando administrada testosterona nas
fémeas, estas desenvolveram lesdes de mesma magnitude (TRAVI et al, 2002,
SARAVIA et al., 2005).

Quanto a influéncia hormonal contribuindo na modulacdo da resposta
imunologica e no desenvolvimento da infeccéo, foi constatado que a doenca mais
grave em hamsters machos foi associada ao aumento da producéo intralesional das
citocinas IL-4, IL-10 e TGF-B, que favorecem um microambiente favoravel a
manutencdo e replicacdo do parasito no hospedeiro (TRAVI et al., 2002). Também foi
mostrado que as lesGes menores com menos parasitos em fémeas prenhes
infectadas com L. panamensis era atribuida a resposta imunolégica inata no inicio da
infeccdo, com maior expressdo de INOS e maior producdo de 6xido nitrico por
neutréfilos e macréfagos e uma consequente diminuicdo na expressao de citocinas
pré-inflamatérias, quando comparadas com as fémeas néo prenhes (OSORIO et al.,
2008).

A idade dos animais também influencia na patogenia da doenca, uma vez
gue animais mais jovens ndo produzem hormoénios sexuais. Foi observado que
machos adultos desenvolveram les6es maiores que 0S animais mais jovens em
infeccdo por L. panamensis, porém essa diferengca ndo foi observada entre as
fémeas. Além disso, o desenvolvimento de les6es necrdticas foi mais frequente entre

hamsters adultos do que entre os jovens (TRAVI et al., 2002).

1.5 Influéncia do sitio de inoculacdo no modelo hamster na leishmaniose

tegumentar americana

As vias de inoculagdo mais utilizadas em hamsters séo a intradérmica ou

subcuténea, geralmente no focinho ou patas traseiras com espécies de Leishmania
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dermotropicas, ou via intraperitoneal com espécies causadoras da forma visceral da
doenca (EVANS, 1989). Foi verificado que animais quando infectados com 102
amastigotas de L. braziliensis por via subcutanea levaram praticamente 0 mesmo
tempo para desenvolverem lesdo quando comparados com animais infectados com
108 amastigotas pela via subcutanea (WILSON et al., 1979).

O local de inoculacdo dos parasitos tem influéncia no curso da doencga no
modelo hamster, uma vez que infeccOes realizadas na pata e focinho com L.
braziliensis mostraram ser mais bem sucedidas quando comparadas as infec¢cées no
flanco (WILSON et al., 1979). Isto se deve provavelmente a menor temperatura
observada na pele das extremidades corpéreas e nas diferencas na microcirculacdo
da derme, que podem favorecer a presenca dos parasitos (ZELEDON et. al., 1969,
OSORIO et. al., 2003).

A resposta imunoldgica no sitio da lesdo também é crucial para a
evolucdo da infeccdo, por isso a pele desempenha um importante papel na
imunopatogénese da LC. A resposta imunoldgica ao parasito no local do indculo
envolve diferentes ramos do sistema imunoldgica, como fatores do complemento,
neutrofilos, fibroblastos, queratindcitos, células de Langerhans, macrofagos e células
dendriticas (PAPADOGIANNAKIS et. al., 2015). No local da infeccdo, o sistema
imunolégica adaptativo atua em conjunto com o sistema inato para eliminar a
Leishmania e induzir reparagéo tecidual e cicatrizacido de feridas (BALDWIN et al.,
2007), sendo que citocinas e moléculas atuam como moduladoras neste processo.

Além desses fatores, a resposta imunolégica local pode influenciar no
controle ou exacerbacdo da infeccdo. Lesdes resultantes da inoculacdo de L.
braziliensis e L. panamensis no focinho de hamsters desenvolveram-se mais
rapidamente, além de terem apresentado evolu¢cdo mais grave e maior ulceracao
quando comparadas com as lesdes na pata (ZELEDON et al. 1969, OSORIO et al.,
2003). Foi observado que a expressao génica de citocinas pré-inflamatorias e anti-
inflamatorias foram maiores nas lesdes do focinho, consideradas mais graves, do
gue nas lesdes da pata (OSORIO et. al., 2003). Também, verificou-se niveis mais
altos de IgG total anti-Leishmania, no periodo inicial da infec¢cdo, em animais com
lesGes no focinho, consideradas mais graves, do que nos animais com lesdo na
pata, mais brandas, ndo havendo diferenca nos niveis IgG na fase cronica da
doencga (OSORIO et. al., 2003).
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Recentemente foi mostrado um modelo de infeccdo com L. braziliensis na
derme da orelha de camundongos BALB/c que mimetiza a infecgdo humana em
muitos aspectos, tais como a presenca de leséo ulcerada, disseminacao do parasito
para os linfonodos de drenagem da lesdo e desenvolvimento de resposta
imunoldgica tipo Thl, com producdo de IFN-y e expressado de algumas quimiocinas
pro-inflamatérias (MOURA et. al., 2005). Este sitio de inoculacdo ainda nédo foi
testado no modelo hamster, utilizando-se a via intradérmica de inoculacdo, com um
inéculo proximo ao natural (1.000-10.000 parasitos).

Possivelmente, a infec¢do via intradérmica na orelha de hamster, com um
baixo in6culo, pode ser capaz de levar a lesdes mais benignas e a um menor
comprometimento sistémico, tornando esse modelo Util para a investigacdo de novos
farmacos e testes de vacinas. Neste estudo, portanto, comparou-se o0 modelo de
infecgao cutanea na orelha de hamster com o modelo tradicional da pata, utilizando
um inéculo préximo ao natural, de modo a garantir a infeccdo, mas sem levar a uma
doenca exacerbada, além de analisar os aspectos clinicos e imunopatolégicos

associados a estes sitios de inoculacéo.
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2 JUSTIFICATIVA

O estudo das leishmanioses em modelo experimental € de extrema
importancia para o entendimento da dindmica do processo patolégico bem como
para o teste de novos farmacos e potenciais candidatos vacinais. O crescente
avanco nos estudos observado nos ultimos anos aponta para a possibilidade de
desenvolvimento de uma vacina eficaz e de tratamentos alternativos ao antimonial.
Além disso, uma maior compreensao dos mecanismos imunopatolégicos envolvidos
nas diversas apresentacdes clinicas frente as inUmeras espécies de Leishmania
possibilita um melhor manejo da doenca, tanto do ponto de vista clinico como
epidemiolégico.

Considerando que o tamanho ou espessura da lesdo € um parametro
essencial na avaliacdo da eficacia de novos farmacos e de um candidato vacinal
para a leishmaniose cutdnea e que uma doenca exacerbada dificultaria essa
avaliacdo, a utilizacdo de baixo in6culo, em um sitio de inoculacdo que mimetiza a
lesdo humana, em um modelo animal muito susceptivel, como o hamster; podera
levar a um quadro clinico menos grave, com baixo comprometimento sistémico,
permitindo a visualizacdo de um possivel efeito protetor de novos farmacos ou

vacinas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a influéncia da carga parasitdria e do sitio de inoculacdo na
imunopatogénese da leishmaniose cutanea causada por leishmania braziliensis em

hamster no modelo de infec¢do na derme da orelha.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a influéncia do sitio de inoculacdo (orelha ou pata) no desfecho da

lesdo cutanea e na repercussao sistémica da infeccao;

- Investigar se a visceralizacdo dos parasitos estda associada com o sitio de

inoculacéo (orelha ou pata);

- Verificar se a expresséo génica de citocinas pro e anti-inflamatérias (IFN-y, IL-
4, IL-10 e TGF-R) esta associada ao sitio de inoculacao (orelha ou pata) e com a

gravidade da doenca;

- lIdentificar a influéncia do sitio de inoculacdo (orelha ou pata) nas alteracdes

histopatolégicas observada nas lesdes de pele.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho experimental | — Comparacdo do modelo de infeccéo intradérmica

da orelha com o modelo de infeccdo intradérmica na pata

Hamster dourado Q

n=48§
(4-6 semanas)
Grupo: Infecgao o Grupo: Infecgao
Orelha direita L. braziliensis pata traseira direita
(24 animais) (1x10%/20 pl, i.d) (24 animais)

! J

Medida da espessura das lestes
(A cada 5 dias)

| | |
Eutanasia ! l !

(8 animais/t) 30d p.i 45d.p.i  60d.p.i

Carga parasitaria — LN, O.D, Pata, Bago e Figado
Expressao de genes de citocinas — LN
Analise histopatologica - O.D, Pata, Baco e Figado

Fonte: elaborado pelo autor. LN: linfonodo; OD: orelha direita; t: tempo.

4.2 Desenho experimental Il — Comparacao de diferentes in6culos no modelo

de infeccéo intradérmica da orelha

Hamster dourado Q

=32
(4-6 semanas) n
Grupo: Grupo:
Orelha direita (10%) L. braziliensis Orelha direita (10°)
(16 animais) (20 pl, i.d) (16 animais)

Medida da espessura das lesoes
(A cada 5 dias)

| | |
| |
45d p.i 60d p.i

Eutanasia
(8 animais/t)

Carga parasitaria- LN, 0.D, Bago e Figado
Expressao de genes de citocinas — Linfonodos
Analise histopatolégica — 0.0, Figado e Bago

Fonte: elaborado pelo autor. LN: linfonodo; OD: orelha direita; t: tempo.
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4.3 Animais e aspectos éticos

Foram utilizados hamsters dourados (Mesocricetus auratus), fémeas, com 4-6
semanas de vida, pesando 90 a 120g, provenientes do Biotério do Departamento de
Patologia e Medicina Legal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do
Cear4d (DPML/FAMED/UFC). Para o experimento do Desenho Experimental I,
animais infectados (n=48) foram divididos em dois grupos com 24 animais em cada
grupo, de acordo com o sitio de inoculacdo (orelha ou pata). Para o experimento do
Desenho Experimental Il, foram utilizados 32 animais, também fémeas, com 8-10
semanas de vida, 100 a 140g distribuidas em dois grupos, de acordo com o inéculo
utilizado (10° ou 10° promastigotas), cada grupo com 16 animais. Hamsters néo
infectados (n=3) foram utilizados como controle para o0s ensaios moleculares e
andlise histopatolégica. Os animais foram mantidos a temperatura ambiente, com
racAo comercial apropriada e &gua ad libitum, durante todo o periodo dos
experimentos. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica em
Pesquisa em Animais (CEPA) da Universidade Federal do Ceara, com numero de
protocolo n° 30/2014.

4.4 Parasitos

A cepa de Leishmania braziliensis (MCAN/BR/98/R619), cedida pela Dra.
Alda Cruz do Laboratério Interdisciplinar de Pesquisas Médicas, Instituto Oswaldo
Cruz no Rio de Janeiro (IOC-FIOCRUZ/RJ), foi isolada de paciente com
leishmaniose cuténea localizada e caracterizada como L. braziliensis. A viruléncia
dos parasitos foi mantida através de passagem regular em hamster dourado. ApGs
0s parasitos serem recuperados, através de aspirado do linfonodo de drenagem da
lesdo, foram cultivados a 25°C em meio N.N.N., contendo meio Schneider
suplementado com 20% de SBF inativado (ambos Sigma-Aldrich, St Louis, MO),
urina humana estéril a 2% e antibidticos (100U/mL de penicilina e 100ug/mL de
estreptomicina). Para garantir a viruléncia da cepa, so foram utilizados parasitos até
a 5% passagem em cultura em todos os experimentos. Os parasitos foram
submetidos a um ciclo de lavagem com salina estéril gelada, com centrifugacéo a
1.500 rpm (400 g), por 15 min a 4°C e as concentragces desejadas em cada

experimento foram ajustadas com meio Schneider suplementado. A viabilidade dos
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parasitos foi analisada pela motilidade por meio da observacdo em camera de

Neubauer, com auxilio de microscopio optico.

4.5 Infeccado Experimental e acompanhamento da leséo

Para a comparagdo do modelo de infeccdo intradérmica da orelha com o
modelo de infec¢do intradérmica na pata, promastigotas de L. braziliensis foram
inoculadas na concentragdo de 10° em 20uL de salina estéril, na derme da orelha
direta (DE MOURA et al., 2005) ou no coxim plantar da pata traseira direita
(TEIXEIRA et al., 2005). Para a comparacdo de diferentes indculos no modelo de
infeccdo intradérmica da orelha, foi realizada infeccdo via intradérmica, utilizando
concentracdo de 10° ou 10° em 20uL de salina estéril, conforme Moura et. al (2005),
como referido acima. A espessura da lesdo foi acompanhada por 60 dias com
medidas a cada 5 dias, usando um paquimetro de escala circular (Mitutoyo, Japao) e
expressa em milimetros. A espessura da leséo foi representada pela diferenca entre
a orelha ou a pata infectada e a contralateral ndo infectada. Discrepancias na
espessura das lesbes foram determinadas pelo coeficiente de variagdo [VC =
(desvio padrdo / média) x 100]. Os aspectos macroscopicos das patas e orelhas
foram registrados por fotomicrografias digitais.

4.6 Avaliacdo da carga parasitaria

Oito animais de cada grupo de animais infectados nos diferentes sitios de
lesdo foram eutanasiados, em diferentes tempos pos-infec¢éo, através de inalacao
com halotano (Sigma-Aldrich) e mergulhados em alcool-iodado a 3% por até 3
minutos a fim de permitir a descontaminacdo dos mesmos. Em seguida, o0s
linfonodos de drenagem da leséo (retromaxilar e popliteo), orelha e pata infectadas,
baco e o figado foram retirados assepticamente, para a determinacdo da carga
parasitaria e para os estudos posteriores da expressao de genes de mediadores
inflamatorios e aspectos histopatoldgicos. A carga parasitaria foi quantificada através
da técnica de diluicdo limitante (TITUS et al.,, 1985). Resumidamente, linfonodo
regional, lesdo, ou fragmento de bago e figado (baco: entre 0,15 a 0,18 g; figado:
entre 0,96 a 1,92 g) foram macerados e homogeneizados em placa de Petri estéril

com 2 mL de meio Schneider (Sigma-Aldrich). Apés a homogeneiza¢cdo, o material
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foi diluido para 8 concentracdes diferentes (10%, 102, 103, 104, 10°, 106, 107 e 108)
com meio Schneider suplementado a 20% com SBF inativado, 2% de urina humana
estéril, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. Cem microlitros
(100uL) destas diluicdes foram distribuidos em placas de 96 pocos, fundo chato,
contendo meio agar-sangue N.N.N., em sextuplicatas (6 pocos/diluicdo). As placas
foram seladas e incubadas a 25°C em estufa B.O.D e observadas em microscopio
invertido de 3 em 3 dias, até um maximo de 30 dias, para o registro das diluicdes
gue continham parasitos. O resultado da leitura das placas foi registrado no software
ELIDA 12c para Windows (TASWELL, 1984) para o célculo final do nimero de

parasitos presentes nas amostras utilizadas.

4.7 Ensaio de RT PCR em Tempo Real

O ensaio de quantificacdo da expressdao génica dos mediadores
inflamatorios foi realizado através de RT-gPCR, no Laboratorio Interdisciplinar de
Pesquisas Médicas, Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro (IOC -FIOCRUZ/RJ).
Foram utilizados 20 a 30 mg de fragmentos de linfonodos retromaxilar e popliteo,
que foram lisados em 1 mL de Trizol® (Life Technologies, Califérnia, EUA), com
auxilio do homogeneizador de tecido Ultra-Turrax Dispenser (IKA, Wilmington, EUA).
Os lisados de tecido foram tratados com Proteinase K (Invitrogen) a 56°C por 30
minutos. Apds a adicdo de 200uL de cloroférmio, as amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas, para a separagcao das fases organica e aquosa. O
RNA total foi extraido a partir da fase aquosa, utilizando o RNeasy mini Kit (Qiagen,
Austin, Texas, EUA), de acordo com as especificacbes do fabricante. Apos a
extracdo, o RNA foi dosado por espectrofotometria no aparelho Picodrop P200
(Astranet Systems, UK), e entdo tratado com DNase | (Promega Corporation,
Madison WI, EUA). A transcricdo reversa foi realizada a partir de 2,0 yg de RNA
tratado, utilizando o kit High Capacity Reverse Transcription (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA), conforme orientagbes do fabricante. O cDNA resultante foi
entdo quantificado por fluorometria, no Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, EUA),
utilizando o kit single strand DNA (ssDNA). A quantificacdo da expressao génica foi
utilizada para alvos de citocinas e enzimas de hamster consideradas importantes na
imunopatogénese da leishmaniose tegumentar humana, listados a seguir: IFN-y,
TGF-B, TNF-qa, IL-10, arginase, iNOS, IL-4, IL-6 e os genes de referéncia GAPDH e
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y-Actina, através do método de Ct comparativo (DDCt), utilizando iniciadores
previamente desenhados para este estudo com o auxilio do programa Primer-BLAST
(IL-6) (Tabela 1). Para a reacdo de PCR em Tempo Real, para cada alvo fol utilizado
20ng de cDNA em um volume de 2ul, utilizando o kit Power SYBR Green® PCR
Master Mix (Life Technologies, CA, EUA), em volume final de 10ul por pogo, em
duplicata. Os ensaios foram realizados em placas de 384 pogos, no equipamento
ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), que
integra a plataforma PDTIS/FIOCRUZ de PCR em Tempo Real (RPT09A) da
FIOCRUZ/RJ, em colaboragdo com o Dr. Otacilio Moreira (Laboratério de Biologia
Molecular e Doengas Endémicas - IOC/FIOCRUZ). As condi¢cbes da PCR foram as
seguintes: um ciclo de 10 minutos a 95°C seguido por 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por um minuto. Apos a amplificacdo, a curva de dissociacao foi
realizada com uma desnaturagéo inicial a 95°C por 5 segundos, seguidos de 15
segundos a 50°C e aquecimento continuo de 0,1°C/s a 90°C. A especificidade dos
produtos amplificados foi confirmada através da presenca de um Unico pico nas
curvas de dissociacdo. Os primers foram utilizados nas concentracées 100nM Fw X
100nM Ry, exceto IL-4, que foi utilizado 200nM X 200nM. Os resultados foram
expressos em 224Ct (fold change), e amostras provenientes de animais controles

(n&o infectados) foram utilizadas como calibradores.
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Tabela 1 — Alvos e sequéncias de primers de hamster utilizados nos ensaios de RT PCR em Tempo
Real.

N Tamanho do .
Alvo Sequencia . Referencia
amplicon

Fw 5-GiGT TGC CAA ACC TTA TCA GAA ATG-3

GAPDH 69 pb
Rv 5-TTC ACC TGT TCC ACA GCC TTG-3' 2014

Ribeiro-Romao et al,

Fw 5-ACA GAG AGA AGA TGA CGC AGA TAATG-Z

y Actina 70 pb Espitia et al, 2010
Rv §-GCC TGA ATG GCC ACG TAC A-Y

Fw 5-TGT TGC TCT GCC TCA CTC AGG-Y
IMF-y 130 pb Espitia et al, 2010
Rv 5'-AAG ACG AGG TCC CCT CCATTC-¥

Fw 5-GGC TAC CAC GCC AAC TTC TG-
TGF-g g1 pb Espitia et al, 2010
Rv 5-GAG GGC AAG GAC CTT ACT GTACTG-2

Fw 5-TGA GCC ATC GTG CCA ATG-3

THF-a 79 pb Espitia et al, 2010
Rv 5-AGC CCG TCT GCT GGT ATC AC-3

Fw 5-GGT TGC CAA ACC TTA TCA GAA ATG-2
IL-10 194 pb Espitia et al, 2010
Rw 5-TTC ACC TGT TCC ACA GCC TTG-I

Fw 5'-CCA CGG AGA AAG ACC TCATCT G-3

IL-4 72 pb Ziveec et al, 2011
Rw 5'-Gi53G TCA CCT CAT GTT GGA AAT AAR-T

Fw 5-3GA CAA TGA CTA TET GTT GTT AGA A-3 Ribeiro-Rom&o et al.,

IL-E 99 pb manuscrto em
RV 5'- AGG CAA ATT TCC CAA TTG TAT CCA G-3 preparag;io

Fw 5'-TGA GCC ACT GAG TTC TCC TAA GG-3
iNOS 93 pb Osorio et al, 2012
Ry 5-TCC TAT TTC AAC TCC AAG ATG TTC TG-2

Fw 5'-ACC TAT GTG TCATTT GGG TGGE A-3

Arginase 163 pb Osorio et al, 2012
Rv 5'-GCA GAT ATG CAG GGA GTC ACC-3

Fonte: SAAVEDRA, 2015.

4.8 Anédlise histopatolégica

Para analise dos aspectos histopatoldgicos, os grupos de animais de cada
experimento foram eutanasiados, como descrito anteriormente, para a retirada da
orelha e pata infectada ou nao infectada (controle sadio), do figado e baco, os quais
foram fixados em formol tamponado a 10%, processadas e incluidas em parafina.
Posteriormente, o material foi cortado em seccdes de espessura de 5-6 ym e corado
por hematoxilina-eosina. As alteracbes microscopicas foram observadas e
analisadas em microscopio Optico, levando em conta 0s seguintes parametros:

infiltrados  inflamatérios, reacdes granulomatosas, macrofagos vacuolizados,
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presenca de amastigotas, de células gigantes e de corpos de Schaumann, necrose,
desarranjo na arquitetura do tecido e neovascularizagcdo. Cada parametro foi
avaliado segundo a intensidade da presenca ou auséncia do evento: - (auséncia), 1+
(presenca de 1-25%), 2+ (presenca de 25-50%), 3+ (>50%).

4.9 Anélise Estatistica

Para verificar a significancia estatistica entre os grupos, nos dados com
distribuicdo normal onde foram comparados dois grupos independentes foi utilizado
o teste Mann-Whitney. Para as comparac6es entre multiplos grupos foi realizado o
teste one-way ANOVA e se houve uma diferenca significativa, os grupos foram
comparados através do post teste Bonferroni. Todas as andlises foram realizadas
usando o software GraphPad Prism version 5.0 para Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA), em todos os testes utilizados. As diferencas foram aceitas,

como estatisticamente significantes, quando p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Comparacdo do modelo de infecgdo intradérmica da orelha com o modelo
de infeccdo intradérmica na pata

5.1.1 Avaliacdo do sitio de inoculacdo no curso clinico das lesbes por

Leishmania braziliensis

Os grupos de hamsters dourados (n=8) foram inoculados na derme da
orelha direita ou na pata direita posterior com 10° parasitos, inéculo determinado a
partir de trabalho prévio (RIBEIRO-ROMAO et al., 2014). O desenvolvimento das
lesbes foi observado a cada 5 dias pos-infeccéo (d.p.i) e foi acompanhado ao longo
de 60 dias. As lesBes surgiram a partir do vigésimo dia, com o aparecimento de
nodulos com 0,3 mm na orelha e 0,2 mm na pata, em média (Grafico 1 e Figura 3).

As lesBes dos animais infectados na orelha ulceraram no vigésimo quinto
dia (0,54mm = 0,12mm) e foram significativamente maiores (p<0,0001) quando
comparadas com as lesdes dos animais infectados na pata (0,19 £ 0,05mm), que
foram sempre menores e se apresentaram como pequenos nodulos, sem ulcera, ao
longo do periodo avaliado. A diminuicdo da espessura da lesdo na orelha so foi
observada apds 50 dias de infec¢do, enquanto que na pata essa diminui¢do ocorreu
mais precocemente, a partir do 45° d.p.i. (Gréfico 1 e Figura 3).
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Gréfico 1. Espessura da lesdo de hamsters infectados na orelha ou na pata com 10% promastigotas de

L. braziliensis.
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Fonte: elaborado pelo autor. Os resultados sdo expressos pela média aritmética + erro padréo.

Significancia estatistica quando P < 0,05.

Figura 3: Fotomicrografias dos aspectos das lesdes em orelhas e patas durante o curso da infec¢céo

por L. braziliensis
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Fonte: elaborada pelo autor; d.p.i. significa dias pds-infeccao.
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5.1.2 Carga parasitaria nos diferentes sitios de inoculagdo e nos linfonodos
retromaxilar e popliteo

O numero de parasitos foi avaliada na orelha ou na pata, nos linfonodos
de drenagem (retromaxilar e popliteo), no baco e figado. Os resultados mostraram
que a carga parasitaria se comportou de maneira diferente em alguns dos tecidos
avaliados.

N&o foram observados parasitos na lesdo e nem no linfonodo popliteo dos
animais infectados na pata. Nos animais infectados na orelha foi observada que a
carga parasitaria na lesdo apés 30 d.p.i. (2,1x10% + 0,79x10°), 45 d.p.i. (1,0x107 +
0,47x107) e 60 d.p.i. (9,1x106 + 8,9x10°) foi maior do que no linfonodo retromaxilar
nos mesmos tempos (30 dias: 3,8x10? + 3,3x10?; 45 dias:1,1x10° + 0,68x103%), e isso
foi estatisticamente significativo em todos os tempos avaliados com p<0,05 (Gréfico
2).

Independente da via de inoculacéo, foi observado que o figado e baco
ndo estavam aumentados, ndo apresentavam nodulos, ndo sendo também

encontrados parasitos nestes 0rgaos.
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Gréfico 2. Carga parasitaria em hamsters infectados na orelha ou na pata (A) e linfonodos (B) com

10° promastigotas de L. braziliensis.
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Fonte: elaborado pelo autor. Os resultados sédo expressos pela média aritmética + erro padréo; d.p.i.
significa dias pés-infecg¢éo; LN significa linfonodo. P<0,05 em relacdo a lesdo na orelha x linfonodo
retromaxilar nos tempos 30, 45 e 60 d.p.i.
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5.1.3 Perfil da expressado génica de mediadores inflamatorios em linfonodos
retromaxilar e popliteo de hamsters infectados com L. braziliensis

O ensaio de RT-gPCR foi aplicado para avaliar a expressdo génica no
linfonodo retromaxilar dos animais infectados na orelha e no linfonodo popliteo dos
animais infectados na pata, apos 30 e 60 dias de infeccéao (n=4).

A expressao de IFN-y foi sempre mais regulada que as demais citocinas
(p<0,001) no linfonodo retromaxilar (orelha), em ambos os tempos de infeccao
analisados, apresentando expressdo praticamente inalterada até 60 dias pOs-
infeccdo, exceto em relacéo a IL-6, no periodo de 30 dias, e arginase no periodo de
60 dias, que apresentaram expressdo semelhante quando comparado com IFN-y
(Gréfico 3A). IL-6 foi a segunda citocina com expressdo mais regulada no linfonodo
retromaxilar (p< 0,01), no periodo de 30 dias, com diminuigdo desta expressao no
periodo de 60 dias (Grafico 3A). Ainda no linfonodo retromaxilar, a expressao de
arginase foi maior que IL-4 e TGF-B (p<0,05) ao final de 60 dias, quando comparada
com o periodo de 30 dias. Verificou-se também que com 30 dias a expressado de
TNF-a foi mais significante que IL-10 (p< 0,01), e embora a expressdo de TNF-a
tenha aumentado no periodo de 60 dias, esse aumento ndo foi estatisticamente
significante em relagéo as outras citocinas (Grafico 3A).

Quanto a expressdo dos mediadores nos linfonodos popliteos (pata), foi
verificada expresséo praticamente semelhante de IFN-y nos dois tempos avaliados,
ainda assim permanecendo maior que as citocinas TNF-a, TGF-3 e IL-6 (p< 0,01) no
periodo de 30 dias, assim como TGF-B, IL-10 e arginase (p< 0,05) no periodo de 60
dias (Gréafico 3B). Observou-se que IL-4 foi mais expressa que TGF-f e IL-6 (p<
0,05) com 30 dias, mas tanto IL-4 como TGF-B permaneceram com concentracdes
semelhantes no periodo de 60 dias. Ao contrario do periodo de 30 dias, no periodo
de 60 dias, a expressao de IL-6 foi maior que IL-10 e arginase (p < 0,05) (Gréfico
3B).

Vale salientar que néo foi observada expressao significativa de iINOS em

nenhuma das amostras.
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Grafico 3 - Expressdo de mediadores inflamatérios em linfonodos retromaxilar (A) e popliteo B) de

hamsters infectados por L. braziliensis.

A p < 0,001 E=
151 p <0,001 ————— =
I —
S I =
= | | 7777
o : AN
‘m’ |
@®© |
< |
© I
O | 5
5 : /
£ | ¢
< | 9
Z | Y
@ | Y
[ J
I
60 d.p.i
154
) I
(@)
— |
o |
o |
=~ I
o 10- p <0,01 I
= I
c
@ |
o |
© |
o |
o |
= |
e |
< |
=z |
o |
!
)

IFN

TGF
TNF
IL-10

IL 4

IL6
Arginase

Fonte: elaborado pelo autor. Os dados apresentam mediana com intervalo interquartil; d.p.i. significa

dias pos-infeccao.



47

5.1.4 Avaliacao da reacao inflamatdria nos diferentes sitios de inoculagéo

Os resultados histopatolégicos das orelhas ou patas (n = 4, por grupo)
encontram-se resumidos na Tabela 2. Nao foram observadas alterac6es no figado e
baco.

Nas lesdes de orelha verificou-se um infiltrado inflamatério mais intenso
que nas lesbes de pata, em todos os periodos analisados, que consistiu
predominantemente de eosinofilos e macréfagos vacuolizados, caracterizando a
reacdo inflamatdria com a presenca da ulcera que foi visualizada na maioria dos
animais infectados na derme da orelha. Neutrofilos, linfécitos e plasmocitos também
foram observados (dados ndo mostrados).

Nas lesbes da pata essa reacao inflamatéria foi observada principalmente
nos periodos inicias de infec¢do, 30 e 45 d.p.i, com auséncia ou menos intensidade
de todos os parametros avaliados.

Amastigotas de Leishmania foram observadas nas lesdes de orelha
apenas nos periodos iniciais de 30 e 45 dias, ndo sendo mais observadas com 60
dias, enquanto nas lesbes de pata ndo foram observadas amastigotas em nenhum
dos tempos analisados.

Salienta-se ainda a observacgéo de reacdo granulomatosa e presenca de
corpos Schaumann, vistos em todos os periodos de analise, nos animais infectados
na orelha, bem como a neovasculariza¢do observada nos periodos de 30 e 45 dias e
necrose, no periodo de 45 dias. Enquanto que nas lesbes de pata ndo foram
observadas essas alteracfes histopatoldgicas.
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Tabela 2: Alteragdes histopatolégicas na lesdo de orelha ou pata de hamster infectados com in6cuos
de 10° com promastigotas de L. braziliensis.

30 dias 45 dias 60 dias
(n=4) (n=4) (n=4)
Aspectos Tecido Tecido Tecido
Histopatologicos Orelha Pata Orelha Pata | Orelha Pata

Presenca de eosindfilos
Infiltrados inflamatorios

Reactes
granulomatosas

Macrofagos
vacuolizados

Formas amastigotas de
Leishmanias

Células gigantes

Corpusculos de
Schaumann

Presenca de necrose
Desarranjo da
arquitetura do tecido

Neovascularizacao

++(3/4)  +(414)

++{414)  +(14) +ee(4)4)

++(114) - (4/4)

++(24) - (414)

+(314) - (44)

+(1/4)  -(4i4)
+(114)  -(4/4)
-(414)  -(4/4)

+(34)  +(414)

++ (414) ++(1/4)

+ (414)

++(3/4)

++ (4/4)

e (4/4)

++ (1/4)
++ (24)

-(414)  -(414) - (41)

+(414)  ++(1/4) - (414)

-(14)  ++(114) - (414)

- (414) ++(1/4) - (41)

-(414) - (418) - (48)

-(414)  ++(114) - (414)
-(414)  +=(114) - (41)

e (28) -(418)  -(414) -(414)

+(414)  +(314) +(14) - (4/4)

+ (2/4)

-8y -(4i8) - (a14)

n= numero de animais por grupo; ( - ) Auséncia; ( + ) presenca de 1-25%; (++) presenca de 25-50%;

(+++) >50%.
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5.2 Comparacao de diferentes in6culos no modelo de infecgéo intradérmica da
orelha

5.2.1 Curso clinico das lesGes causadas por L. braziliensis em orelha de

hamster

Os animais infectados (tanto com 10° como com 10° promastigotas)
apresentaram lesfes Unicas e ulceradas, com bordas elevadas e bem delimitadas,
ao longo dos periodos analisados. A Figura 4 mostra as fotomicrografias das orelhas
dos animais infectados com o inéculo de 10° e 108, sendo possivel acompanhar a
progressao das lesdes nos periodos avaliados. Com 60 d.p.i., foi verificado o inicio
do processo de cicatrizacdo das ulceras, como observado na imagem do grupo com
inéculo de 108 (Figura 4).

Os animais que foram infectados com o in6culo de 108 apresentaram
ulceracao a partir de 10 dias. As lesdes atingiram espessuras com média de 1.3mm
e se mantiveram por volta desse valor por praticamente todo o periodo de
observacédo. Foi possivel observar uma pequena queda na espessura da lesao a
partir do 35° dia de infeccdo, que se manteve provavelmente estavel nos dias
subsequentes (Gréfico 4).

Os animais que receberam o inéculo de 10° apresentaram nédulos mais
tardiamente, a partir de 20 d.p.i, que os grupos de in6culo de 10°. Poucos animais
desenvolveram ulceracdo neste grupo e alguns animais tiveram lesées de tamanho
comparavel aos infectados com 10°%. As lesdes atingiram espessuras médias de
1.1mm, entretanto, apdés 45 d.p.i, a lesdo comecou a diminuir na maioria dos
animais, o que levou a uma queda consideravel, provavelmente iniciando o processo
de cicatrizacdo. Até os 60 dias, todos os animais ainda apresentavam lesées,

entretanto, mostravam-se consideravelmente menores (Grafico 4).
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Figura 4: Fotomicrografias dos aspectos das lesdes nas orelhas de hamster apés indculos de 10° e

108 com promastigotas de L. braziliensis.

Nao
infectado

10d p.i

Fonte: Elaborada pelo autor. As fotomicrografias superiores correspondem aos animais que
receberam inéculo de 10° promastigotas, e as inferiores aos animais com inéculo de 10

promastigotas de L. braziliensis.

Gréfico 4: Espessura da lesdo de orelha de hamsters apés in6culos de 105 e 10 com promastigotas

de L. braziliensis.
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5.2.2 Avaliagdo da carga parasitaria na orelha com inéculos 10° ou 108

Apos a eutanasia dos animais, a carga parasitaria de diferentes tecidos foi
avaliada em cada grupo. Figado, baco, orelha infectada e linfonodo retromaxilar
foram retirados dos animais a fim de se obter a carga parasitaria nesses tecidos.

N&o foi detectada disseminacdo dos parasitos para linfonodo, figado e
baco. Todas as amostras de orelha infectada, em ambos os grupos, apresentaram
parasitos. A carga parasitaria atingiu médias entre 10* e 107 aproximadamente de
parasitos por tecido. O grupo que obteve menores médias de carga parasitaria foi o
de in6culo de 10° com 60 d.p.i. (Gréfico 5)

N&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos com diferentes

in6culos.

Gréfico 5: Carga parasitaria de orelha de hamster apés in6culos de 105 e 106 com promastigotas de
L. braziliensis
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Fonte: Elaborado pelo autor. Grafico apresenta média aritmética + erro padrdo das médias. Ns= sem
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5.2.3 Expressao de mediadores inflamatérios no linfonodo de drenagem

Com 45 dias de infeccao foi notavel a diferenca de IFN-y entre os animais
infectados com 10° comparado com 10° promastigotas (Gréfico 6). Os animais
infectados com 108 apresentaram uma elevada expresséo de IFN-y e bem superior a
dos grupos de 10° (p<0.001). Ainda nas citocinas inflamatérias, IL-6 também teve
uma elevada expressdo, entretanto, com valores semelhantes entre os diferentes
in6culos. O TNF-a se manteve com baixa expressdo e sem diferenca estatistica
entre os diferentes inéculos. Das citocinas antiinflamatorias, IL-10 apresentou baixa
expressdo, com uma pequena diferenca entre os indculos, mas sem diferenca
estatistica. O TGF-f manteve baixa expressdao em ambos os grupos, e IL-4
apresentou uma expressao mais elevada no grupo de 106 em comparacgédo ao de 10°
(p<0.001). Com relacdo a arginase, observou-se baixa expressdo, com uma
pequena diferenca entre os indculos (maior em 10°), entretanto, sem significancia
estatistica (Grafico 6).

Com 60 dias de infeccdo, o IFN-y apresentou elevada expressao (e
também foi mais expresso quando comparado ao periodo de 45 dias), com maior
expressdo no grupo de 10° (p < 0,05). O IL-6 apresentou menor expressdo, se
comparada ao tempo de 45 dias, e apresentou diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos de indculos (p< 0.05), com maior expressao no grupo de
108. O TNF-a apresentou alta expressdo quando comparada aos grupos de 45 dias,
e apresentou maior expressdo no grupo de 10°, entretanto, sem significancia
estatistica (Grafico 6).

Das citocinas anti-inflamatérias, observou-se uma elevada expressédo do
IL-10 no grupo de 108, e bem superior a do grupo de 10° (p<0.001). Tanto o TGF-B,
como o IL-4 apresentaram baixa expressdo, e sem significancia estatistica entre os
grupos.

Arginase apresentou uma maior expressao, se comparada ao periodo de
45 dias, sem diferenca estatistica entre os inéculos. Em nenhum dos grupos
avaliados foi encontrada expressdo da enzima iINOS (Oxido nitrico sintetase

induzida).
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Grafico 6: Expresséo de citocinas e arginase no linfonodo retromaxilar de hamsters apés inéculos de
105 e 106 com promastigotas de L. braziliensis.
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5.2.4. Avaliacdo da reacdo inflamatodria nos diferentes in6culos na orelha

Dos parametros analisados nas lesbes de orelha como os infiltrados
inflamatorios, reacgdes granulomatosas, macréfagos vacuolizados, células gigantes,
corpos de Schaumann e desarranjo na arquitetura do tecido, foram encontrados nos
grupos avaliados. O grupo que apresentou menor intensidade para todos esses
aspectos foi o dos animais de 10°, aos 60 d.p.i. Em contrapartida, os grupos que
apresentaram maior intensidade para todos esses aspectos (com excecdo do
desarranjo tecidual) foram os grupos dos animais infectados com 108, em ambos os
periodos analisados, 45 e 60 d.p.i. (Tabela 3).

A presenca de parasito foi visualizada em todos 0s grupos, com excecgao
do inéculo 10°, aos 60 d.p.i. Necrose e neovascularizagdo s6 foram visualizadas no
grupo de 10°, no periodo de 45 dias, mas em baixa intensidade (Tabela 3).

Ao fazer uma comparacédo temporal entre os inoculos, é possivel perceber
gue nos animais infectados com 10°, as alteracdes inflamatérias mostraram-se mais
intensas com 45 dias do que com 60 d.p.i., cujas alteracdes foram menos intensas.
Comparando-se os animais infectados com 10° promastigotas nos diferentes
tempos, observou-se intensidade semelhante nos diversos parametros. A
intensidade foi mais intensa na maioria dos parametros analisados em ambos o0s
grupos, diferentemente do que aconteceu nos grupos de 10° (Tabela 3).

Em relacdo ao figado e baco, independente do grupo em questdo, ndo
foram observadas quaisquer alteracoes.
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Tabela 3: AlteragGes histopatoldgicas na lesdo de orelha de hamster infectado apds inéculos de 10° e
108 com promastigotas de L. braziliensis.

Exp 1 Exp 1
45 dias 60 dias
Aspectos Tecido Tecido
Histopatologicos
Orelha (105) Orelha (108) Orelha (10%) Orelha (108)
Presenca de ulcera + (1/4) +(113) + (1/4) +(112)
Presenca de eosindfilos + (4/4) - (313) - (414) - @12)
Infiltrados inflamatorios +++ (4/4) +++ (3/3) ++(1/4) e (22)
Reacbes
granulomatosas ++(3/4) +++ (3/3) ++(1/4) +++ (2/2)
Macrofagos
vacuolizados ++ (4/4) +++ (3/3) ++ (1/4) +++ (2/2)
Formas amastigotas de
Leishmanias ++ (4/4) ++ (3/3) - (4/4) ++(2/2)
Células gigantes ++ (1/4) +++ (303) ++ (1/4) 14+ (212)
Corpusculos d
Ay ++ (214) +++(3/3) ++(14)  +++(22)
Presenca de necrose ++ (2/4) -(313) - (4/4) -(212)
Desarranjo da
arquitetura do tecido + (4/4) +(3/3) +(1/4) +(2/2)
Neovascularizacao + (2/4) -(33) - (414) _(212)

n= numero de animais por grupo; ( - ) Auséncia; ( + ) presenca de 1-25%; (++) presenca de 25-50%;
(+++) >50%.
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6. DISCUSSAO

A principal espécie responsavel pela leishmaniose tegumentar no Brasil e
nas Américas é L. (V.) braziliensis, e sua importancia na dindmica da doenca esta
ndo s6 na sua ampla distribuicdo geografica, como também na possibilidade de
desenvolver a forma mucosa, que € mais grave e de tratamento mais dificil
(PEARSON et al., 2000; DEN BOER et al., 2011). Portanto, o estudo das
leishmanioses em modelo experimental € de extrema importancia para o
entendimento da sua imunopatogénese da doenca, bem como para O
desenvolvimento de novos farmacos e vacinas.

Neste estudo foi comparado o modelo de infeccdo cutanea na orelha de
hamster com o modelo tradicional de infeccdo em pata, e em seguida foram
comparados dois diferentes in6culos (10° e 108) no modelo de infec¢do na orelha,
utilizando in6culos proximos ao inéculo natural dos flebotomineos, de modo a
garantir a infeccdo, mas sem levar a uma doenca exacerbada. A derme da orelha
ainda nao tinha sido testada como sitio de inoculagcdo no modelo hamster, e téo
pouco infeccdo com um baixo indculo, o que torna este estudo inédito.

A partir dos dados do presente trabalho, foi verificado que as lesdes
apareceram a partir do vigésimo dia de infec¢cdo, independente se a infeccao foi na
da orelha ou na pata, e tornando-se cronicas e progressivas, vale ressaltar,
entretanto, que as lesdes na orelha foram sempre maiores que as lesdes
observadas na pata. O hamster é conhecido na literatura como altamente
susceptivel a infec¢éo por espécies de Leishmania do subgénero Viannia e reproduz
perfeitamente a leishmaniose tegumentar causada por espécies como L. braziliensis,
L. panamensis e L. guyanensis (OLIVEIRA et al., 2004). As lesdes geradas pela
infeccdo tendem a se desenvolver rapidamente nesse modelo, apresentando
evolucdo de curso crénico, 0 que permite monitoramento por longos periodos, util
em estudos terapéuticos e imunolégicos (HOMMEL et al., 1995; OLIVEIRA et al.,
2004).

Ha estudos que mostram que a infeccdo cutdnea no hamster reproduz
muitos dos aspectos observados na infeccdo humana, como a linfoadenopatia
(HOMMEL et al., 1995), fato este que néo foi observado no presente estudo, na
concentracdo de parasitos utilizada, que foi de 10°, quando a infeccéo foi realizada

na pata. Ao contrario, no modelo de infeccdo na derme da orelha foi observado
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disseminagéo de parasitos para os linfonodos de drenagem da lesédo, mas nao foram
detectados parasitos no figado e baco, sugerindo que um baixo indculo neste
modelo ndo é capaz de causar uma doenca exacerbada no hamster. Interessante
que nao foram observados parasitos na lesdo e nem no linfonodo popliteo dos
animais infectados na pata.

Os animais que foram inoculados na derme da orelha desenvolveram
lesGes maiores e ulceradas, diferentemente dos animais que foram inoculados na
pata, cujas lesbes foram sempre menores, nodulares e sem ulceracbes. Ha
trabalhos que mostram que o local de inoculacdo dos parasitos no modelo hamster
pode influenciar no curso da doenca, uma vez que infeccbes realizadas na pata,
focinho e orelha com L. braziliensis mostraram ser melhores sucedidas quando
comparadas as infeccbes no flanco (WILSON et al., 1979). Isto se deve
provavelmente a menor temperatura observada na pele das extremidades corpéreas
e nas diferencas na microcirculacdo da derme, que podem favorecer a presenca e
multiplicacéo dos parasitos (ZELEDON et al., 1969; OSORIO et al., 2003).

Além desses fatores, a resposta imunologica local pode influenciar no
controle ou exacerbacdo da infeccdo. Lesdes resultantes da inoculacdo de L.
braziliensis e L. panamensis no focinho de hamsters desenvolveram-se mais
rapidamente, além de terem apresentado evolugdo mais grave e maior ulceracao
quando comparadas com lesbes de pata (ZELEDON et al., 1969, OSORIO et al.,
2003), o que corrobora com os achados do presente estudo.

Quanto as lesdes de orelha com diferentes inéculos (10° e 10°
promastigotas), foram observadas lesbes, em sua maioria, ulceradas, com bordas
elevadas com espessura relativamente semelhante entre os grupos de diferentes
inéculos. Os grupos com indculos de 10° demoraram mais para apresentar o nédulo
inicial e o processo ulcerativo. Isso foi reportado anteriormente por Ribeiro-Romao et
al., 2014, que compararam inéculos de 104, 10° e 10° de L. braziliensis em pata de
hamster, e perceberam semelhanca entre na espessura da lesdo nos indculos de
10° e 108, mas o inéculo de 10° apresentou lesdes mais graves ao longo do tempo.
Cortés, em 2010, também percebeu resultado semelhante ao comparar inéculos de
10°% e 10% de L. major e L. amazonensis.

Apesar de uma lesdo com maior dano tecidual e ulceracdo mais grave
nos animais que receberam in6culo maior, a carga parasitaria encontrada no tecido

da orelha ndo apresentou diferenca estatistica, entre os grupos analisados, nos
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periodos de 45 e 60d.p.i. Ao contrario do que foi observado neste estudo, De Moura
et al., 2005, observaram que a parasitemia diminuiu na orelha do animal,
acompanhando a queda da lesdo. Entretanto, resultados semelhantes foram
encontrados por Ribeiro-Roméo e colaboradores, em 2013, mostrando que mesmo
com a diferenca de inéculos (104, 10° e 10°), a carga parasitaria nas lesdes foi
semelhante (RIBEIRO-ROMAO et al., 2013).

Nos trabalhos mais recentes, como o de De Moura et al., em 2005, que
infectaram camundongos BALB/c na intraderme da orelha, com inéculo de 10°
promastigotas de L. braziliensis e analisaram a carga parasitaria no linfonodo
retromaxilar, observaram parasitos durante todo o periodo de infeccao (a partir da 22
semana até a 102 semana), e inclusive ap0s a eliminacdo da carga parasitaria nas
lesbes (82 semana), os parasitos permaneceram no linfonodo regional. Ribeiro-
Roméo et al.,, 2013, utilizaram o modelo hamster, infectando os animais com
indculos de 10%, 10° e 108 promastigotas de L. braziliensis na pata traseira, e ao final
do experimento, com 105 dias, ainda encontraram parasitos no linfonodo regional.
Portanto, seria necessario um acompanhamento por um periodo maior de tempo
para se observar se os animais infectados com 10° iriam reduzir a carga parasitaria e
as lesdes totalmente.

Um fato interessante sobre os resultados da carga parasitaria € que o
anico tecido em que foi detectado parasitos, entre os tecidos analisados, foi o tecido
da orelha. Estudos anteriores mostraram que na infec¢cdo cutanea, no modelo
hamster, aspectos como linfoadenopatia sdo observados, assim como na infec¢ao
humana (HOMMEL et al. 1995). O linfonodo € um importante sitio de proliferacéo do
parasito durante a infeccdo, e um dos primeiros 6rgdos afetados durante a
disseminacado sistémica do parasito, o parasito pode inclusive persistir dentro de
macréfagos ou fibroblastos dos linfonodos de drenagem por periodos indefinidos,
ajudando desta forma na modelacdo da resposta imunolégica (MOLL; FLOHE;
BLANK, 1995).

O presente estudo, por sua vez, € um trabalho inédito, visto que tenta
propor um novo modelo de infeccdo de L. braziliensis por via intradérmica na orelha
de hamster. Desse modo, ndo existe na literatura trabalhos que comprovem a
existéncia ou auséncia de parasitos no linfonodo regional em algum momento apdés a
infeccéo, neste modelo. Nesse presente estudo nao foram detectados parasitos nos

linfonodos de drenagem em nenhum dos grupos, nem com 45 dias (com 10° e 10°
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promastigotas), nem com 60 dias (com 10° e 10° promastigotas). Lembrando que a
carga parasitaria ndo foi avaliada antes de 30 dias de infec¢do, e portanto, ndo é
possivel afirmar que os parasitos ndo tenham migrado para o linfonodo de drenagem
na face inicial da infeccéo, antes dos 30 dias. Existe a possibilidade de os parasitos
terem sido eliminados do linfonodo regional antes do periodo final do experimento,
provavelmente pela forte resposta imunoldégica que foi observada. Isso ficara mais
claro mais adiante com a discussdo da expressdo de citocinas observada no
linfonodo. Outra explicacdo seria que 0s parasitas estavam presentes em um
namero muito baixo e a metodologia de Diluicdo Limitante utilizada no presente
estudo nao foi sensivel o suficiente para detectar carga parasitaria muito baixa.

Um achado promissor foi néo ter sido encontrado parasitos no figado ou
no baco foi um resultado interessante, visto que o presente trabalho buscava um
modelo que ndo apresentasse visceralizacéo, e portanto, permitisse uma sobrevida
maior ao animal e semelhanga com a LTA em pacientes humanos. No trabalho de
Ribeiro-Romao et al. em 2013, utilizando a pata traseira do hamster para inoculacéo
do parasito, os autores observaram disseminacédo do parasito para o baco ao fim dos
105 dias do experimento em boa parte dos animais, além disso, observaram também
que a carga parasitaria no baco aumentou a medida que o inéculo inicial foi maior. A
disseminacdo do parasito em leishmaniose cutanea no modelo hamster e também
no de camundongos tem sido relatada (SOLIMAN, 2006). Entretanto, estudos
demonstrando a disseminacéo do parasito para o figado e baco nesse novo sitio de
infecgcdo (orelha) ainda ndo foram realizados. De Moura et al. em 2005, que
trabalharam com o modelo de infeccdo intradérmica na orelha de BALB/c nao
analisaram a carga parasitaria em figado e baco, e portanto ndo existe registro da
disseminacao do parasito para estes 6rgaos nesse modelo de infeccéo.

No modelo de leishmaniose cutanea em hamster, um estudo que realizou
a infeccado por L. (V.) panamensis, indicou um perfil ndo polarizado da resposta
imunoldgica (MELBY et. al., 1998). Em outros estudos foi visto um perfil de resposta
imunoldgica do tipo 1 (IL12p40, IFN-y) e do tipo 2 (IL-10 e TGF-B) na fase cronica de
infeccdo (OSORIO et al. 2003) e um perfil misto de resposta inicial de resposta com
susceptibilidade a infecgdo, com aumento de IFN-y e 1L12p40, IL-4, IL-13, IL-10 e IL-
21 (ESPITIA et. al.,, 2010). O mesmo foi observado no presente estudo, que
apresentou uma expressao mista de varias citocinas nos linfonodos, principalmente

nos linfonodos popliteos, ou seja, quando a infec¢ao foi realizada na pata.
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A expresséo de IFN-y permaneceu maior que a maioria das citocinas, nos
linfonodos retromaxilar (orelha) e popliteo (pata), durante os dois periodos de
infeccdo analisados, sem a deteccdo de parasitos nos linfonodos popliteo e
retromaxilar. A alta expressdo de IFN-y observada nos linfonodos retromaxilar e
popliteo dos animais infectados com o in6culo 10% sem a presenca de parasitos
nesses 0rgaos, pode indicar a ativagdo de macréfagos, com consequente morte dos
parasitos (AWASHTI et al.,, 2004, CUMMINGS et al.,, 2010). Outros estudos
mostraram também que a citocina IFN-y € muito importante para o controle da
infeccdo por Leishmania e sua auséncia pode causar disseminacéo dos parasitos do
local da infeccéo para outros tecidos e 6érgaos (ROCHA et al. 2007; OLIVEIRA et al.,
2010). Recentemente foi mostrado que a morte de Leishmania pode ser atribuida as
células TCD4+ produtoras de IFN-y (SANTOS et al., 2013) associado aos linfocitos T
CD8+, levando a cura na leishmaniose cutédnea (DA-CRUZ et al., 2005). Os achados
do presente trabalho corroboram com esses estudos, sugerindo que a presencga
desta citocina favoreceu uma resposta efetora eficiente para controlar a replicacdo
dos parasitos e a sua disseminacao.

Observou-se a presenca de citocinas inflamatérias em ambos 0s grupos
infectados com inoculo 10° e 10° na orelha, nos periodos de 45 e 60d.p.i. Das
citocinas inflamatorias avaliadas, o IFN-y teve uma maior expressao nos linfonodos
retromaxilares, independente do in6culo inicial. E mostrado na literatura que o IFN-y,
produzido pelas células TCD4+ diferenciadas, ativa macrofagos que juntamente com
6xido nitrico (NO), produzido a partir da iNOS2 (Oxido nitrico sintetase induzida tipo
2), sdo mediadores responsaveis pela morte do parasito (ANDRADE et al., 2014).
Entdo, o presente estudo corrobora com a literatura, visto a alta expressao de IFN-y
e a auséncia de parasitos no linfonodo.

Outro fato importante, foi a elevada expressdo do IFN-y no periodo de
60d.p.i, quando comparado ao periodo de 45d.p.i, € se manteve sempre superior no
grupo de 108, em ambos os periodos analisados. Isso pode sugerir que a resposta
Thl no grupo de 10° pode ser bem mais intenso em vista ao maior nimero de
parasitos inoculados na orelha.

Constatou-se neste estudo, uma baixa expressao de TNF-a nos grupos
com diferentes in6culos no periodo de 45d.p.i, guando comparado com 0s grupos de
60d.p.i. Com 45d.p.i, essa citocina foi pouco expressa nos grupos de 10° e 10 e em

ambos a expressao foi relativamente baixa. Com 60d.p.i, a expressao foi elevada em
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ambos os grupos, com maior expressdo no grupo de 108. Na literatura é relatado
que uma resposta imunolédgica do tipo Thl com producdo de IFN-y e TNF-a é
responsavel por impedir a proliferacdo de parasitos intracelulares e controlar a
disseminacéo de infec¢des, como leishmanioses (CARVALHO et al., 1985). Em um
estudo mais recente, Oliveira et al., 2014, investigaram o papel das citocinas
inflamatdrias e antiinflamatdrias na leishmaniose tegumentar. Estes autores
mostraram a importancia de IFN-y e TNF-a como principais citocinas envolvidas na
resposta inflamatoria, e também na destruicdo tecidual observada na doenca com
eventual processo de ulceragdes cutaneas.

Estudos mostraram que o IFN-y pode ativar macroéfagos com ou sem a
presenca de TNF-a, e portanto, a producdo de NO pelos macrofagos pode ocorrer
independente de TNF-a, o que ressalta IFN-y como agente primordial na agao
leishmanicida dos macréfagos (VIEIRA et al., 1996). Desse modo, mesmo com a
baixa expressdo de TNF-a no periodo de 45 dias, seria possivel a agao
leishmanicida dos macréfagos por inducdo de IFN-y, utilizando outras vias
microbicidas.

Trabalhos anteriores relacionam lesbes mais graves de pacientes de LTA
localizada causada por L. braziliensis com maiores niveis de IFN-y e TNF-a
(ANTONELLI et al., 2005). O dano tecidual na orelha de hamster foi bem maior nos
animais que receberam maior nimero de promastigotas, o que faz sentido, em vista
da maior expressao das citocinas inflamatorias, IFN-y, TNF-a e IL-6, nesse grupo.

Quanto aos grupos infectados na orelha e na pata com inéculos de 10°,
observou-se no periodo de 30d.p.i. que a expressao de IL-6 no linfonodo
retromaxilar (orelha), apresentou-se mais expressa quando comparada as outras
citocinas, entretanto, observou-se diminuicdo na expressdo dessa citocina no
periodo de 60d.p.i. No linfonodo popliteo (pata), ao final de 30d.p.i., a expressédo de
IL-6 foi relativamente baixa quando comparada com a maioria das citocinas e no
periodo de 60 dias a expressao dessa citocina foi maior que IL -10, IL-4 e arginase.
Em relacdo aos diferentes indculos, 10° e 109, foi observada maior expresséo de IL-
6 com 45d.p.i., sem diferenca entre os indculos. Com 60d.p.i. a expressao de IL-6 foi
um pouco menor e apresentou diferenca estatistica entre os indculos, com maior
expressdo no grupo de 10%. Sabe-se que as atividades da citocina IL-6 estdo
principalmente ligadas a transicdo da imunidade inata para a imunidade adaptativa,

pois atua na manutencdo da inflamacdo de fase aguda, progressdo de doencas
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cronicas e na maturacdo de diferentes tipos celulares, como a proliferacdo de
células T (JONES, 2005). Como foi visto no presente trabalho, essa citocina
juntamente com IFN-y, deve estar participando no aumento da resposta inflamatoria
no inicio da infeccao nos linfonodos, corroborando com o controle dos parasitos.

Tem sido mostrado a inibicdo da producdo de IL-6 em células de
Langerhans por L. amazonenses (CAMPELO, 2014) e em experimentos de
imunoterapia, que utilizaram células dendriticas deficientes em IL-6, durante a
infeccdo por L. donovani (STAGER et al., 2006). Observou-se que esta citocina
desempenha um importante papel no mecanismo de supressdo da resposta
imunolégica mediada por células dendriticas, principalmente as células de
Langerhans, contra os parasitos. A expressdo de IL-6 possivelmente pode ser
explicada pela sua producdo a partir das células de Langerhans presentes no
linfonodo. No linfonodo retromaxilar (orelha), o aumento da expressao de IL-6 com
30 dias e a diminuicdo com 60 dias, pode possivelmente estar contribuindo no
periodo inicial da infeccdo para o controle dos parasitos, o que corrobora com a
auséncia de parasitos ao final de 60 dias. Esse controle dos parasitos também
parece ser encontrado nos linfonodos popliteo (pata) devido ao aumento da
expressdo de IL-6 e auséncia dos parasitos neste tecido ao longo dos periodos
analisados. A maior producéo no grupo de 108, comparado ao de 10° (com 60 dias)
pode ser explicada pelo fato de que no grupo de maior indculo ter sido observada
uma resposta Thl mais forte, com maior expressdo da maioria de citocinas
inflamatérias.

Quanto a producédo de arginina e NO neste trabalho, a expressao de NO
nao foi detectavel nos periodos analisados, enquanto a arginase, no linfonodo
retromaxilar (orelha), foi mais expresso que IL-4 e TGF- ao final de 60d.p.i., quando
comparado com o periodo de 30d.p.i. Ao contrario, no linfonodo popliteo (pata), a
arginase foi mais expressa que a maioria das citocinas no periodo de 60d.p.i.
guando comparado ao final de 30d.p.i. Estudos anteriores demonstraram que a
baixa expressdo de NO em hamster era devido a uma baixa expressao e atividade
da INOS, provavelmente em consequéncia de uma falha na regido promotora do
gene (MELBY et al., 2001; PEREZ et al., 2006). Foi visto também que a reducéo na
producdo de NO em hamster infectados por L. donovani pode ser mediada pelo
aumento da expressdo de arginase, porque a arginase compete com a iNOS pelo

mesmo substrato necessario para a sintese de NO, a L-arginina. Além disso, durante
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a sintese de arginina, a partir da L-arginina, ocorre o aumento de poliaminas, que
também favorecem o crescimento dos parasitos (OSORIO et al., 2012). No presente
estudo os dados sugerem que outros mecanismos estdo envolvidos na eliminacao
dos parasitos nos linfonodos, independente de NO, como ja discutido acima.

Em relacédo as citocinas anti-inflamatdrias, a maior parte delas se manteve
com baixa expressdo. O TGF- se manteve com baixa expressdo em todos os
grupos analisados, independente do sitio de inoculacdo ou tamanho do in6culo. O
IL-4 também apresentou baixa expressdo na maior parte dos grupos, com um
pequeno aumento no grupo infectado com 106, no periodo de 45d.p.i. Apenas o IL-
10 apresentou uma alta expresséo no grupo infectado com 108 no tempo de 60d..p.i.
E vélido enfatizar que a resposta imunoldgica nas leishmanioses nunca segue um
padrdo de citocinas totalmente Thl ou totalmente Th2. Atualmente, na leishmaniose
questiona-se a simplicidade do Thl/ Th2 de resisténcia/suscetibilidade a infeccéo
intracelular (ALEXANDER; BROMBACHER, 2012), e isso é explicado pela
possiblidade de expressdo em conjunto de citocinas ditas pertencentes a um perfil
Thl (citocinas inflamatorias) e de citocinas pertencentes a um perfil Th2 (citocinas
antiinflamatoérias). Esta resposta imunolégica apresentando um balanco entre
citocinas do tipo 1 e do tipo 2 (reposta Thl e Th2), observada muito
expressivamente no modelo de infeccdo na pata com um baixo inéculo do que no
modelo de infec¢do intradérmica na orelha sugere que uma modulacédo da resposta
inflamatoria contribuiu para a natureza mais benigna da doenca.

Oliveira et al., em 2014, mostraram que IL-10 tem func&o de regular a
producdo de TNF-a na leishmaniose cutanea. Isso pode explicar o aumento de IL-10
no 10° com 60 dias, que seria em decorréncia do aumento de TNF-a. Oliveira e
Barral-Netto, 2005, também concluiram que o aumento de TNF-a pode desencadear
uma exacerbacao na producéo de IFN-y e gerar, portanto, um grande dano tecidual.
Pacientes com lesbes nas mucosas da orofaringe apresentam uma relacdo de alta
producdo de IFN-y, e baixa producdo de IL-10, sugerindo que a incapacidade de
modular essa producdo exacerbada de IFN-y leve a um maior dano tecidual
(GOMES-SILVA et al., 2007). A alta expresséo de IL-10 no grupo infectado com 108
promastigotas, no periodo de 60d.p.i., sugere um controle da producdo de TNF-a e
isso de forma indireta pode diminuir também a expressao de IFN-y.

Quanto a analise histopatoldgica nas orelhas e patas nos periodos de 30,

45 e 60d.p.i., verificou-se um infiltrado inflamatorio mais intenso nos grupos de
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animais infectados na intraderme da orelha. Varios estudos mostram que o ser
humano e o hamster compartiiham véarias caracteristicas histopatologicas na
leishmaniose cutanea causada por L. braziliensis (RIBEIRO-ROMAO et al., 2014),
como a presenca de granuloma, rodeado e/ou intercalado por linfécitos, plasmacitos,
neutréfilos e eosinodfilos, além da presenca de corpusculos de Shaumann, e que ja
foram observadas e bem caracterizadas em outros trabalhos envolvendo o modelo
hamster na infeccdo por L. braziliensis (KAHL et al., 1991, SINAGRA et al., 1997,
RIBEIRO-ROMAO et al., 2014).

Amastigotas de Leishmania foram observadas nos periodos de 30 e
45d.p.i., ao contrario do periodo de 60d.p.i no linfonodo retromaxilar (orelha) e
auséncia de amastigotas nos linfonodos popliteo (pata). Verificaram-se areas com
reacdo granulomatosa e corpos Schaumann, vistos em todos os periodos de
andlise, nos animais infectados na orelha, corroborando com a reacédo inflamatéria
mais intensa nestes animais. Ao contrario, nas amostras das patas ndo foram
observadas essas caracteristicas histopatolégicas. A formacdo de granuloma
mediado pela infec¢cdo por L. braziliensis € o principal achado histopatologico
observado na doenga humana (SOUZA-LEMOS et al., 2008), podendo haver
também células gigantes multinucleadas e necrose (HEPBURN, 2000).

A fase inicial da reacéo inflamatéria da infeccdo em hamster por espécies
do género Viannia é caracterizada por um infiltrado inflamatério misto, constituido
por macrofagos, neutrofilos, eosindfilos e linfocitos, sendo que a reacao
granulomatosa se estabelece a partir de 15 dias de infeccdo, caracterizando a fase
cronica da doenca (KAHL et al., 1991). Curiosamente, embora corpos Schaumann,
nao sejam geralmente descritos em seres humanos ou em outros experimentos com
animais envolvendo leishmaniose (ESSAYAG et al., 2002), essas estruturas sdo
comumente vistos em hamsters infectados por L. braziliensis, (GOMES-SILVA et al.,
2013) e sua presenca no interior de granulomas sugere um sistema fagocitico
mononuclear fragil do hamster (LAURENTI et al., 1990; RIBEIRO-ROMAO et al.,
2014).

A andlise histopatoldgica das lesdes na orelha, geradas pelos indculos de
10° e 108, utilizando L. braziliensis, mostraram um maior comprometimento
inflamatério nos grupos infectados com 10° promastigotas, nos periodos de 45 e
60d.p.i., com intensos infiltrados inflamatorios, rea¢gdes granulomatosas, macrofagos

vacuolizados, presenca de células gigantes e corpos de Schaumann. Verificou-se
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uma maior intensidade das reac¢fes granulomatosas, e dos corpos de Schaumann,
nos animais infectados com os inéculos de 10° e 10°%, em ambos os periodos
analisados, corroborando com as reacfes inflamatdérias intensas, consequentemente
maiores ulceracdes, principalmente nos grupos com inéculos de 10°. Ribeiro-Roméao
et al., em 2013, obtiveram resultados semelhantes no modelo hamster, mostrando
que os animais infectados com os maiores inéculos (10° e 106) apresentaram maior
comprometimento inflamatoério local ao contrario dos animais que receberam menor
indculo (10%).

O modelo hamster apresenta muitas caracteristicas histopatoldgicas
comuns aos pacientes humanos na infeccdo por L. braziliensis. Magalhdes et al.,
1986, relatam que a formacédo de granuloma € o principal achado histopatologico
encontrado na infeccdo humana com LTA, caracterizando a reagdo como
“Exsudativa e Granulomatosa”. Presencga de infiltrado inflamatério, células gigantes e
necrose também sdo caracteristicas comuns nos achados histopatolégicos da
doenca humana (MEHEGAN et al., 1999). Esses trabalhos fortalecem a hipétese do
hamster como modelo ideal para LTA. Os resultados obtidos no presente trabalho
corroboram com essas informagdes.

Neste estudo, também foi observado que os animais infectados com 10°
apresentarem uma diminuicdo no comprometimento inflamatério no periodo de
60d.p.i, ao contrario de 45d.p.i. Além disso, a presenca de amastigotas foi verificado
nos periodos analisados, com excecdo no grupo de 10° no periodo de 60d.p.i. No
gréfico referente a espessura da leséo, dos indculos de 10° e 10°, no decorrer de
60d.p.i, observou-se uma diminuicdo da espessura das lesées no grupo de 10° a
partir de 45d.p.i., corroborando com os achados histopatolégicos que mostraram um
processo inflamatério menor neste grupo. A auséncia de parasitos nesse grupo,
somada com esses dados, fornece um indicativo maior de um possivel controle do
parasitismo nesses animais, ou a metodologia utilizada ndo é sensivel o suficiente
para detectar carga parasitaria muito abaixo da que foi detectada no presente
trabalho, como ja discutido acima.

O fato de néao ter sido encontrado alteracbes no figado e baco corrobora
com a andlise da carga parasitaria, na qual ndo houve visualizacdo de parasitos.
Desse modo, é possivel sugerir a ndo disseminacdo do parasita para o figado e

baco.
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O modelo do hamster tem sido subutilizado pela falta de reagentes
imunolbgicos comerciais, necessarios para uma investigacdo mais detalhada dos
mecanismos imunopatologicos envolvidos na doenca. No entanto, neste estudo, o
modelo de infeccdo na orelha em hamster com inéculo de 10° mesmo causando
lesbes maiores e ulceradas do que o modelo tradicional de infeccdo na pata e
menores quando comparados com o inéculo de 10°, com expressdo de citocinas
inflamatorias como IFN-y, TNF-a, e IL-6, ndo mostrou exacerbacéo da doenca e nem
disseminacéao para linfonodo, figado e baco, podendo ser Gtil para abordar questdes
relacionadas com a modulagéo da resposta imunoldgica, disseminacéo do parasito e
magnitude da fase crénica da doenca. Além disso, uma infeccdo ndo exacerbada
poderia facilitar a visualizacdo de um possivel efeito protetor de novos farmacos ou

vacinas.
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7 CONCLUSAO

A infeccdo na derme da orelha com baixos indculos induz leses ulceradas,
diferentemente da pata, que apresenta pequenos nodulos sem ulceracoes,
sugerindo que o sitio de inoculacdo tem papel importante na apresentacéo

clinica da doenga;

Baixa carga parasitaria inicial, independente do sitio de inoculacéo (orelha ou
pata), parece nao causar disseminacdo dos parasitos para o linfonodo
regional, figado e baco, até 60 dias poés-infeccdo, ndo induzindo

provavelmente comprometimento sistémico;

No modelo de infeccdo na orelha a resposta imunolégica apresenta perfil
inflamatdrio com expresséo significativa de IFN-y, TNF-a, IL-6, ao contrério,
no modelo de infeccdo na pata observa-se um perfil misto de citocinas

inflamatorias e anti-inflamatorias tais como IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-10 e IL-4.

Baixos indéculos no modelo de infeccdo da orelha induz, com maior
intensidade alteracdes histopatoldgicas, diferente do modelo de infeccdo na

pata, corroborando com as lesdes ulceradas na orelha

O modelo de infeccdo na derme da orelha com pequeno indculo de
Leishmania braziliensis apresenta possibilidade de estudos mais longos, pelo
baixo comprometimento sistémico, o que aumenta a sobrevida do animal por
mais tempo, permitindo o desenvolvimento de estudos com novos farmacos

Ou vacinas.
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ANEXO 1 - Declaracéo de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal.

Comiss?o de Ftica em Pesquisa Animal — CEPA
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Cep: 60420-970 Fortaleza — CE
Tel: (85) 3366.8331 Fax: (85) 3366.8333
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acordo com os Principios Eticos na Experimentagio Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).
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