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RESUMO.

Os protozoarios do género Leishmania, sdo responsaveis por doengas
de grande importincia em areas tropicais e subtropicais do mundo, com uma
incidéncia de 400.000 novos casos por ano. A prevaléncia mundial é estimada
em 12 milhGes de casos .

A infecgio por leishmanias pode resultar em doenga de carater
espectral, em fungdo da eficiéncia da resposta imune montada pelo hospedeiro
e da espécie do parasita envolvida .

Hamsters infectados por via intra-cardiaca (IC) com espécies
viscerotropicas de leishmania apresentam parametros clinicos e imunoldgicos
semelhantes aos observados em pacientes com calazar e com a infecgdo pela
via intra-dérmica (ID) podem desenvolver infec¢do auto limitada.

O presente trabalho correlaciona a infecgdo em hamsters por
L.(L)donovani 1S, pelas vias IC e ID, com parasitismo esplénico; proliferagdo
de células linféides frente ao antigeno especifico e produgdo de interleucina 2
(IL-2).

Na infecgdo pela via IC detectamos parasitismo esplénico associado a
auséncia de resposta proliferativa ao antigeno e baixa produgdo de IL-2. Na
infecgdo pela via ID, observamos dois perfis de resposta: um grupo de animais
respondeu de forma semelhante aos infectados pela via IC, e outro grupo,
pareceu capaz de controlar a infecgdo, j4 que ndo apresentou parasitismo
esplénico patente, respondeu positivamente aos ensaios de proliferagdo celular
¢ produziu altos niveis de IL-2.

Para esta diversidade de respostas poderiam estar contribuindo fatores
genéticos individuais, j4 que os animais utilizados ndo eram isogénicos, €
eventos iniciais de processamento e apresentagdo dos antigenos de
L.(L)donovani 18 aos linfocitos T.

Destacamos que a rota de infec¢do ID nos parece mimetizar melhor o
que se observa na infecgdo natural, € que o hamster pode ser um modelo
versatil para estudos imunologicos de leishmaniose visceral, pois permite o
estudo de infecgdio semelhante a observada no calazar, bem como de formas
assintomaticas, ou de progressdo lenta, apenas pela variagdo da rota de
infecgio.



SUMMARY

Protozoa from the Leishmania genus are the etiologic agents for very
important diseases in tropical and subtropical areas over the world, with the
incidence of 400,000 new cases a year. The worldly prevalence is estimated to
be about 12 million cases.

The infection caused by Leishmania may display a spectrum of clinical
manifestation, depending on the efficiency of the immune mechanisms built up
by the host in response to the species of the involved parasites.

Hamsters infected with leishmania by intra-cardiac (IC) route present
similar clinical and immunological parameters as the ones observed in kala-
azar patients. However, if the infection is carried out by intra-dermic (ID) route
it may develop a self limited infection.

The purpose of the present investigation is to correlate the hamsters’
infection by L.(L)donovani 1S, by IC and ID routes, to the splenic parasitism,
lymphocyte proliferation in the presence of the specific antigen and production
of the IL-2.

The result of the experiments performed by IC route showed splenic
parasitism associated to the lack of lymphoproliferative response in the
presence of antigen and low level of IL-2 production. The experiments
performed by ID route showed two response patterns: one group of animals
responded in a similar way as that infected by IC route; nevertheless, another
group seemed to be able to control the infection as it do not presented evident
splenic parasitism. In addition, this latter group of animals responded positively
at the cellular proliferation assay and produced high levels of IL-2. This
diversity of responses could be caused by individual genetic variations, as the
hamsters employed in these experiments were not isogenics. Thus, they might
be able to present variations in terms of the initial events related to antigen
processing to the T lymphocytes.

We emphasize that infection accomplished by ID route seems to get
closer to that observed at the natural infection. Hamsters can be versatile
model for immunologic studies of experimental visceral leishmaniasis. This
model permits to make inferences to the kala-azar form of disease, as well as
the assintomatic or the slow progression forms. These features may be
observed by simply carrying out a variation at the route of infection.



ABREVIATURAS E SIGLAS UTILIZADAS.

APC
CHP
Con-A
DTH
GM-CSF

L.V.A.
LCA
LdAg
LDs
LPG
LPS
LVC
LVH
Mab

NOS
PHA
PWM
RIC

RII
Tyd
TGF-B

Célula apresentadora de antigeno.
Complexo de histocompatibilidade principal.
Concanavalina A .

Hipersensibilidade do tipo tardio.
Fator estimulador de colonia em granulécito - macréfago.
Glicoproteina de 63 kDa.
Intra-cardiaca.

Intra-dérmica.

Interferon gama.

Interleucina.

Intermedidrios reativos do Nitrogénio.
Intermediarios reativos do Oxigénio.
Leishmaniose visceral.

Leishmaniose visceral americana.
Leishmaniose cutanea americana.
Antigeno de L.(L)denovani 18S.
“Leishman-Donovans”.
Lipofosfoglicano.
Lipofosfossacarideo.

Leishmaniose visceral canina.
Leishmaniose visceral humana.
Anticorpo monoclonal.
“Natural-killer”.

Oxido nitrico sintetase.
Phitohemoaglutinina.

“Pokeweed mitogen”,

Resposta imune celular.

Resposta imune humoral.

Resposta imune inespecifica.

Célula T - TCR gama delta.

Fator de transformagio e crescimento beta.

Fator de necrose tumoral.
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I -INTRODUCAO

ASPECTOS PARASITOLOGICOS.

O género Leishmania abriga um nimero grande de espécies que
sdo parasitas intracelulares obrigatérios de mamiferos e que sdo
responsaveis por doengas de grande importincia em &reas tropicais e
subtropicais do mundo, com uma incidéncia de 400.000 novos casos por
ano e uma prevaléncia mundial estimada em 12 milhdes de casos
(Modabber, 1987 in Liew e O'Donnell, 1993; Rey, 1991).

A transmissdo se da através da picada de vetores invertebrados,
especificamente fémeas de flebotomineos dos géneros Phlebotomus,
(Velho Mundo) e Lutzomiya (Novo Mundo), (Rey,1991).

As leishménias sdo parasitas dimoérficos, sendo encontradas nos
vetores invertebrados na forma flagelada, denominada promastigota. A
infec¢do se da em geral pela inoculagdo direta da forma promastigota
através da pele, seguindo-se fagocitose das mesmas por células do sistema
monocitico macrofdgico do hospedeiro. Dentro dos macréfagos o parasita
assume a forma amastigota (aflagelada) onde se multiplica. O retorno 3
forma promastigota se da no intestino do vetor, que ao fazer um repasto
sangiiineo adquire as formas amastigotas. (Rey, 1991; Liew e O'Donnell ,
1993).

A cadeia epidemioldgica envolvida € complexa podendo incluir, além
dos vetores citados, mamiferos silvestres e domésticos como reservatorios
da infecgdo (Machado,1978), tendo ainda grande importincia o meio
fisico (Rey,1991). As leishmanioses, na sua maioria, se caracterizam como
zoonoses, sendo o homem infectado apenas de forma secundaria, ao invadir
o ciclo silvatico da doenga. (Rey,1991; Liew e O'Donnell, 1993).

A caracterizagdo das leishménias a nivel de espécie  apresenta
algumas dificuldades, por serem os parasitas morfologicamente muito
semelhantes embora as formas de doenga e os fatores epidemioldgicos
envolvidos sejam distintos. (Rey, 1991). Inicialmente a caracterizagiio a
nivel de espécie se fazia apenas pelo quadro clinico produzido. Atualmente
se utilizam os seguintes critérios: morfologia, comportamento bioldgico do
parasita, demonstragdo de anticorpos especificos, aspectos bioquimicos,
distribui¢do geografica e aspectos clinicos da infecgdo humana (Lainson e
Shaw, 1987, Rey 1991). Segundo Rey (1991) a maioria dos autores



concorda em classificar as leishmanias que afetam o homem nos subgéneros
Viannia ou Leishmania e cada subgénero seria ainda subdividido em
grupos naturais ou complexos fenotipicos.

O subgénero Vianmia conteria parasitas com desenvolvimento ao
redor do piloro (peripilaria) no vetor e dele faria parte o complexo
"Leishmania Braziliensis”, com organismos de distribuicdo limitada a
Regido Neotropical, sem tropismo visceral, determinando a leishmaniose
cutdnea americana (LCA). As lesdes encontradas podem ser simples ou
multiplas, de carater extensivo e com tendéncia a metastases. Os
componentes do complexo incluem: L.(V). braziliensis; L.(V).
guyanensis; L.(V). panamensis e L.(V). peruviana. (Rey, 1991).

O subgénero Leishmania conteria parasitas cujo desenvolvimento se
faria acima do piloro (suprapiliria) no vetor. Dele fariam parte dois
complexos: 1- "Leishmania Mexicana", de distribuigdo limitada & Regido
Neotropical e planicie do Golfo do México, determinando lesdes benignas
da pele. Deste complexo fazem parte : L.(L). mexicana; L.(L). pifanoi;
L.(L). amazonensis; L.(L). venezuelensis ¢ L.(L). garnhami. 2 -
"Leishmania Donovani” com parasitas viscerotropicos, sendo propostas trés
espécies para este complexo : L.(L). domovani, encontrada em paises
Asiaticos infectando adultos. L.(L). infantum, encontrada no
Mediterraneo, Africa Oriental, Oriente Préximo, Asia Soviética e Norte da
China, infectando principalmente criangas. L.(L). chagasi, encontrada nas
Américas, sendo responsiavel pela leishmaniose visceral americana
(L.V.A.). Ainda segundo Rey (1991), ha autores que propdem uma
assimilagio de L.(L). infantum e L.(L). chagasi. No subgénero
Leishmania, podem ser agrupadas trés espécies de leishménias causadoras
das leishmanioses cutineas do Velho Mundo, ndo agrupaveis em nenhum
dos dois complexos citados. Estas trés espécies produzem infecgdes
limitadas a pele, sem metastase de mucosa ou invasdio de visceras. Duas
delas, L.(L). troplca ¢ L.(L). major, ocorrem na Bacia do Mediterraneo e
na Asia e na Africa ocorre a L.(L). aethiopica (Rey, 1991).

As diferentes formas de leishmanioses humanas podem ser reunidas
em quatro grupos: 1 - leishmaniose cutinea, com formas exclusivamente
cutaneas, limitadas, ulceradas ou ndo. 2 - leishmaniose cutinea difusa, com
formas cutdneas disseminadas, extenso espessamento da pele e lesdes
semelhantes as da lepra lepromatosa. 3 - leishmaniose mucocutinea, com
lesdes destrutivas da mucosa do nariz, boca e faringe devido a metastase do
parasita para as mucosas, a partir de lesdo primaria ocorrida anteriormente.



4 - leishmaniose visceral ou calazar, afetando o sistema fagocitico
mononuclear (bago, figado, medula 6ssea e tecidos linféides). Na forma
grave ¢ geralmente fatal, se ndo tratada, em fun¢do da incapacidade do
hospedeiro em montar uma resposta imune protetora (Rey, 1991; Liew e
O’Donnel, 1993).

No Brasil a L.V.A. foi diagnosticada pela primeira vez, in vivo, no
periodo 1936-1939 por Evandro Chagas, no Pard. Como fruto destes
estudos clinicos ¢ epidemiologicos pioneiros detectou-se também a presenca
de cdes infectados e imputou-se o flebotomineo Lutzomiya longipalpis,
como o provavel vetor (Cunha e Chagas, 1937), tendo-se este como o
tinico vetor de importincia epidemioldgica nos diversos focos de
transmissdo do pais (Laison et al., 1990).

A L V.A. tem sido detectada no Brasil em todos os estados
litoraneos, do Para ao Parani, e em estados centrais tais como Minas
Gerais, Goias e Mato Grosso (Ayala, Bergoxe e Anunciagdo, 1980; Lainson
e Shaw, 1987, Grimaldi, Tesh e Mac Mahon-Pratt, 1989). Bahia, Ceara,
Minas Gerais, Pernambuco e Piaui, apresentam os mais altos indices de
morbidade e mortalidade por L.V.A. no Brasil. Embora predominantemente
rural, a L.V.A. ocorre também na periferia de grandes cidades tais como Rio
de Janeiro (RJ), Sdo Luiz (MA), Teresina (PI), Sobral (CE) dentre outras.
(Deane e Deane, 1955, Alencar, 1977-78; Silva et al., 1983; Falqueto et al.
1991). ’

A leishmaniose canina ¢ frequente nos focos humanos, sendo os
canideos silvestres Licalopex vetulus ( Deane e Deane, 1954) e
Cerdocyon thous (Lainson, Shaw e Lins, 1969; Lainson et al., 1990) e o
marsupial Didelphis albiventris (Sherlock et al., 1984), descritos como os
possiveis reservatorios responsaveis pela infecgfio dos cdes domésticos.
(Magalhies et al., 1980; Duarte et al., 1986, Lainson e Shaw, 1987; Lainson

et al., 1990; Falqueto et al., 1991).



ASPECTOS IMUNOLOGICOS.

Nos varios tipos de leishmaniose observa-se o aparecimento de
imunidade duradoura apos a cura. Embora as diferentes formas da doenca
resultem num espectro de respostas imunes, tanto a resposta imune humoral
(RIH) quanto a resposta imune celular (RIC) sio encontradas (Manson -
Bahr et al., 1961; Turk e Bryceson, 1971; Mauel e Behin, 1987).

O comprometimento do sistema imune na leishmaniose visceral
humana (LVH) é caracterizado por um aumento dos niveis séricos de
imunoglobulinas, com titulos variados de anticorpos anti-Leishmania e a
antigenos ndo relacionados, hepatoesplenomegalia ¢ linfadenomegalia
(Chaves e Ferri, 1966, Mayrink, Araljo e Magalhdes, 1967, Rezai et
al.,1978). Formas amastigotas do parasita podem ser encontradas em
macrofagos do bago, do figado, do linfonodo, da pele, do sangue periférico
e em aspirados de medula ossea (Meleney,1925; Andrade e Andrade,1966).

Pacientes com doenga ativa apresentam intradermorreagdo negativa
para antigenos do parasita (Manson-Bahr et al, 1961).  Células
mononucleares isoladas do sangue periférico destes doentes, néo respondem
em testes in vitro de transformacdo blastica frente a antigenos de
Leishmania donovani (Sacks et al., 1987), e apresentam uma resposta
diminuida a phitohemoaglutinina (PHA) (Ghose, Haldar e Pal, 1979;
Carvalho e Bacelar,1983). A auséncia de RIC esta associada a uma
inabilidade no controle da infec¢do, visto que apos a implantagio de
terapéutica especifica e cura, ha tanto resposta positiva para testes cutineos
quanto para proliferagdo in vitro de linfocitos (Manson-Bahr et al.,1961;
Carvalho e Bacelar, 1983).

A resposta imune a leishménia estd bem caracterizada, mas os
mecanismos imunes envolvidos ndo sdo ainda bem compreendidos. Sdo
descritos alguns aspectos relevantes para o seu entendimento, desde fatores
intrinsecos do parasita e do hospedeiro até aspectos da interrelagdo
estabelecida entre ambos ( Liew e O’Donnell, 1993). Neste contexto, tem
sido investigada a importincia de caracteristicas genéticas de hospedeiros
experimentais na sensibilidade ou resisténcia ao parasita, bem como a
expressdo de moléculas de superficie nas leishménias .

Em modelos murinos, isogénicos ou ndo, foram observados dois
estagios de regulagdo genética : susceptibilidade ou resisténcia inatas e



imunidade adquirida. A susceptibilidade inata ¢ controlada pelo gene Lsh,
com dois alelos, R e S, autossdmicos, com domindncia incompleta de R
sobre S, e que mapeia no cromossomo I murino. Este gene permite separar
camundongos infectados com L.donevani em dois grupos, sensiveis e
resistentes, em fungdo do numero de parasitas observados no figado
(Bradley et al; 1979). Nos resistentes a expressdo do gene Lsh ocorre dois a
trés dias pos infecgdo, in vivo e in vitro, e resulta na inibicdo da
multiplicagdo parasitaria(Crocker, Blackwell e Bradley, 1984; Crocker,
Davies ¢ Blackwell, 1987). Embora esta expressdo seja independente de
célula T (Bonventre e¢ Nickol, 1984; Liew e ODonnell,1993), esta
associada a uma regulagdo positiva da expressdo de moléculas do complexo
de histocompatibilidade principal (CHP) II ; a aumento na resposta ao
lipopolissacarideo (LPS) e ao interferon gama (IFN-y) e a aumento na
produgdo do fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina (IL)-1 (Zwilling,
Vespa e Massie, 1987; Kaye, Patel ¢ Blackwell, 1988; Blackwell et al.,
1989; Kaye e Blackwell, 1989). Macrofagos derivados da medula dssea de
camundongos Lsh® (resistentes) produzem maiores niveis de oxido nitrico
que macrofagos de camundongos Lsh® (sensiveis) em resposta ao IFN-y e
LPS (Blackwell et al., 1991; Roach, Kiderlen e Blackwell, 1991).

Quanto a imunidade adquirida, seu controle estaria na dependéncia de
trés conjuntos génicos distintos e multialélicos ( H-2; H-11 e Ir-2 ) ¢ que
definem trés padrdes diferentes da doenga, em fungdo da carga parasitaria
observada no figado: cura precoce, cura ou doenga progressiva (Blackwell,
Freeman e Bradley, 1980; De Tolla et al., 1980; Ulczak e Blackwell, 1983;
Blackwell et al., 1985).

Dentre as moléculas de superficie estudadas em Leishmania spp ,
duas se destacam pela importdncia que demonstram ter nos processos de
adesdo, penetragdo e sobrevivéncia intracelular do parasita no hospedeiro: o
lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina de peso molecular de 63 kDa
(gp63) (Liew e O'Donnell, 1993; Roitt, 1993).

O LPG é o principal glicolipideo presente em todas as espécies de
leishmania estudadas e ¢ expresso de formas distintas em amastigotas e
promastigotas. Consiste em sacarideos fosforilados ligados, por um niicleo
de carboidratos, a uma unica dncora lipidica (Handman et al., 1987; Turco,
1988; Glasser et al., 1991; Roitt et al., 1993). Esta molécula modula a
produ¢do de radicais livres atraveés da inibigio da proteina quinase C
(importante na elicitagdo da explosdo respiratéria) € inibe a atividade de

macrofagos ( Mc Neely e Turco, 1987).



A gp63 é a principal glicoproteina encontrada nas formas
promastigotas ¢ amastigotas de todas as leishménias estudadas, sendo uma
metalo-proteinase com uma regido ligante de zinco (Etges, Bouvier e
Bordier, 1986; Bouvier, Etges e Bordier, 1987; Medina - Acosta, 1989;
Bouvier et al., 1989; Chaudhuri et al., 1989; Frommel et al., 1990; Roitt et
al., 1993). Tem-se observado que nas promastigotas das cepas virulentas
esta molécula participa na liga¢do e penetragio do parasita, inibindo também
a agdo das enzimas lisossomais dos macrofagos ( Hall e Joiner 1991).

Na resposta imune inespecifica (RII) do hospedeiro ao parasita estio
envolvidos varios mecanismos interativos que se destinam a eliminar o
agente agressor. A eficicia destes mecanismos € diminuida tanto pelas
estratégias de evasdo do parasita quanto pelos mecanismos auto-regulatorios
de redugdo de dano ao organismo propiciados por esta resposta. Alguns
aspectos da interagdo parasita-hospedeiro ligados a RII sdo conhecidos:

a - resposta da fase aguda - consiste numa série de eventos sequenciais que
tém inicio imediato apds infecgdo ou dano ao organismo. Nesta resposta ha
componentes locais e sistémicos que causam modificagdes fisiologicas,
abrangendo desde coagulagdo e migragdo celular a febre e aumento de
secregdo hormonal. Citocinas produzidas na fase local, tais como IL-1 e
TNF-a induzem nos hepatocitos a produgdo de enzimas especificas da fase
sistémica, dentre elas a fibronectina (Stadnik e Gauldie, 1991), a qual é uma
proteina interativa e multifuncional, presente em varias matrizes
extracelulares, com fungdes de adesdo e migragdo celular (Yamada,
1991).Wyler, Sypek ¢ Mcdonald, (1985), demonstram que a fibronectina
propicia a adesdo ¢ a entrada de L.mexicana em macréfagos humanos, e
assim, qualquer resposta que aumente a expressdo de tais moléculas
beneficiaria o parasita. Segundo Liew e ODonnell (1993), a fibronectina
estabeleceria a ligagdo entre a gp63 da superficie do parasita e proteinas da
matriz extracelular que se ligam ao citoesqueleto celular.

b - sistema complemento - a resisténcia ao complemento em Leishmania ¢
variavel, ja que promastigotas avirulentas sdo susceptiveis a lise mediada
por ele, enquanto que as virulentas ndo o sdo (Hall e Joiner, 1991). Segundo
Puentes et al., (1989), as promastigotas fixam complemento pela via
alternativa na auséncia de anticorpos especificos ¢ ha depdsito de C; na
superficie do parasita. Porém, dependendo da espécie de Leishmania
envolvida, bem como do seu estagio de desenvolvimento (fase estacionaria
ou exponencial), o complexo de lise C5b-9 ndo ¢ formado. Em L. major o
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LPG impede a inser¢do de C5b-9 na membrana, evitando a lise do parasita.
A existéncia concomitante de LPG e gp63 na superficie das leishmanias
permite a sua entrada nos macréfagos através do sitio receptor CR3 (Roitt et
al., 1993). Tem sido sugerido que o LPG se ligaria a um sitio ligante de
lectina e a gp63 ao sitio de ligagdo com C3bi, ambos no CR3 (Hall e Joiner,
1991). O LPG ainda ¢é capaz de ligar C3b, propiciando as promastigotas a
entrada através do sitio receptor CR1 (Roitt et al., 1993). A fagocitose
através dos receptores CR1 e CR3 protege os parasitas, j4 que estes
receptores ndo induzem uma exploso respiratoria significativa (Wright e

Silverstein, 1983).

Quanto a resposta imune humoral (RIH) verifica-se que os anticorpos
anti-leishméania sdo capazes de lisar promastigotas in vitro na presenga de
complemento, promover fagocitose e induzir “capping” de amastigotas e
promastigotas (Pearson e Steigbigel, 1980; Mosser e Edelson, 1984). Ha no
entanto evidéncias /n vivo da pequena importincia dos anticorpos para
alterar o curso da infecgdo. Assim, tem sido mostrado em linhagens
isogénicas de camundongos uma auséncia de associagdo entre o titulo de
anticorpos € a resolugdo da infecgdo (Olobo et al., 1980; Rezai, Farrel e
Soulsby, 1980). Camundongos da linhagem BIOZZI AB/L, selecionados
geneticamente por baixa resposta humoral, sdo altamente resistentes a
infecgdo por L.major (Liew e O' Donnell, 1993).

Howard et al., (1984) mostram uma auséncia de transferéncia de
protegdo por soro imune, ou suas fragdes, em camundongos: quando
camundongos BALB/c, sensiveis a L.major, sdo geneticamente depletados
de células B, ha desenvolvimento de resisténcia a infec¢do. Por outro lado,
deplegdo de células B em linhagens geneticamente resistentes leva a uma
infecgdo aumentada em relagdo aos controles. No entanto, em ambos os
casos, ndo ha reversdo do efeito por transferéncia de anticorpo especifico, o -
que levanta a possibilidade de que as alteragdes observadas ocorram em
fungdo da depressdo da fungdo apresentadora de antigeno das células B
(Liew ¢ O' Donnell, 1993). Assim, a maioria dos autores concorda que os
anticorpos ndo desempenham um papel central no controle in vivo da

leishmaniose (Liew e O' Donnell, 1993).

Na resposta imune celular (RIC) contra leishmanias, vérias células
estio envolvidas e ha evidéncias experimentais sobre a importancia de

algumas delas.



As células NK (“natural killer”) possuem receptores especificos para
interleucina 2 (IL-2) e liberam IFN-y, IL-1 e fator estimulador de colénia em
granuldcito-macrofago (GM-CSF) (Roitt et al., 1993). Em pacientes com
leishmaniose cutdnea americana (LCA), as bidpsias de pele mostraram um
aumento substancial de células (38%) com fenétipo NK (Ridel et al., 1988).
Camundongos geneticamente deficientes de NK eliminam a infecgdio por
L.donovani com maior dificuldade (Kirpatrick e Farrel, 1982,1984). Em
ensaios de proliferagdo celular, as células NK de individuos normais
respondem positivamente e produzem IFN-y quando estimuladas com
L.aethiopica, o que ndo acontece quando sdo utilizadas células de

individuos infectados (Akuffo, Maasbo e Howe, 1993).

As células Tyd (células T - TCRy8) em camundongos correspondem
a cerca de 10% da populagdo de células T circulantes, € a maioria dos
linfécitos T intra epiteliais, tendo sido descritas com fungdes protetoras das
mucosas contra antigenos bacterianos (Roitt et al., 1993). Foi observado em
lesdes de pacientes com LCA que 20% das células T encontradas nas
lesdes eram Tyd, em contraste com 5% observado no sangue periférico, nos
casos de leishmaniose mucocutinea e nos infiltrados de hipersensibilidade
tardia (Modlin et al., 1989). Células Tyd também sdo encontradas no
sangue periférico de pacientes com leishmaniose visceral (LV), produzindo
altos niveis de citocinas envolvidas na multiplicagdo e diferenciagdo de
células B, o que poderia contribuir para a ativagdo policlonal observada na
LV (Raziudin, et al., 1992). Entretanto, em camundongos ha indicios de que
estas células ndo estariam envolvidas na patogénese da leishmaniose cutinea

(Lohoff, Dingfelder ¢ Rollinghoff, 1991).

As células T CD8" estdo associadas a aspectos da RIC desenvolvida
contra microorganismos intracelulares. A eficiéncia desta resposta pode ser
tanto através de citotoxicidade direta quanto pela produgdo de citocinas, ja
que as células CD8" produzem IFN-y e TNF, ambas implicadas na ativagio
de macrofagos. (Chiplunkar, De Libero ¢ Kaufmann, 1986, De Libero e
Kaufman, 1986; Kaufman, 1988; Brunt, Portnoy e Unanue, 1990).

A fungdo dos linfocitos T CD8" no controle da leishmaniose &
controversa. A administragdo de anticorpos monoclonais (Mab) anti - CD8*
a linhagens de camundongos sensiveis ou resistentes a L.major exacerba as
lesdes cutineas e aumenta o nimero de parasitas presentes nas mesmas, em



relagdo aos controles. Entretanto, as linhagens geneticamente resistentes,
mesmo depletadas de células T CD8" , exibem padrdo de cura (Titus et
al.,1987) . Por outro lado, em camundongos nude a capacidade de controlar
infecgdo por L.donovani sO € conseguida pela transferéncia conjunta de
células T CD4* e T CD8" (Stern et al., 1988). Assim, é possivel que células
CD4" e CD8" interajam para destruir macrofagos infectados por leishménias
(Liew e O' Donnell, 1993). |

Inicialmente controverso, o papel dos linfocitos T CD4" na
leishmaniose emergiu a partir dos estudos quanto a heterogeneidade da
populagdo T CD4" . Trabalhos iniciais demonstraram que as células T CD4*
que participam na sintese de anticorpos € as que medeiam hipersensibilidade
do tipo tardio (DTH) sdo distintas (Liew e Parish, 1974; Silver e Benacerraf,
1974). As evidéncias para suportar esta heterogeneidade vieram a partir de
estudos da resposta imune em Leishmania : camundongos geneticamente
sensiveis tornavam-se capazes de controlar e curar infecg¢do por leishmania
se fossem tratados previamente com Mab anti-CD4" . Esta resisténcia
adquirida podia ser revertida se estes animais recebessem células T CD4"
de camundongos da mesma linhagem mas com doenga progressiva (Mitchell
et al.,1980; Howard, Hale e Liew, 1981; Liew, Hale e Howard, 1982; Titus
et al.,1985 ). Em 1986, Mosmann propds que as células CD4* murinas
podiam ser divididas em pelo menos dois grupos, Thelper 1 (Th1) e Thelper
2 (Th2), tendo como base o padrdo de linfocinas secretadas em resposta a
um antigeno especifico. Alguns clones secretavam IL-2 e IFN-y sendo
denominados Thl; outros produziam IL-4, IL-5 e IL-6 e foram denominados
Th2 (Mosmann e Coffmam, 1987). O espectro de linfocinas produzidas
pelos clones Thl e Th2 foi ampliado desde entdo, acrescentando-se as
linfocinas IL-10 para o clone Th2 e IL-3, GM-CSF e TNF para ambas sub
populagdes (Liew e O' Donnell, 1993). Estes padrdes de citocinas podem
ser observados em murinos infectados com leishménia e ha todo um corpo
de evidéncias experimentais indicando que as células Th1 mediariam a cura
da infecgdo e as Th2 propiciariam a doenga progressiva (Locksley e Scott,
1991; Mosmann e Moore, 1991). |

Locksley e Scott, (1991) mostraram em murinos que o controle da
infecgdo por L.major nas linhagens resistentes se correlaciona com a
expansdo de células T produtoras de IFN-y e com o aparecimento de reagdo
de hipersensibilidade tardia a antigenos do parasita, por outro lado, a
infecgdo progressiva nas linhagens sensiveis, esta associada a produgdo de

IL-4 e a hipergamaglobulinemia.



Sadick et al., (1990) trabalhando com linhagens isogénicas de
camundongos resistentes e sensiveis a L.major, investigadas quanto a
expressdo de IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-y , mostraram que os linfocitos das
linhagens resistentes, obtidos de linfonodos que drenavam as lesdes,
apresentavam mRNA capaz de transcrever IFN-y e IL-2; nas linhagens
sensiveis, 0 mesmo procedimento resultou em mRNA para transcrigio de
IL-4 e IL-10. Linfocitos dos animais sensiveis, tornados resistentes com
Mab anti-CD4" antes da infecgdo, expressavam IL-2 ¢ IFN+y.

Em humanos, Carvalho e Badaré (1985), observaram que linfocitos
de pacientes com leishmaniose visceral ativa, quando cultivados, mostraram
auséncia de produgdo de IL-2 e IFN-y , mas apés quimioterapia bem
sucedida passaram a produzir ambas citocinas.

Os dados experimentais apontam claramente a existéncia de uma rede
de citocinas no controle da leishmaniose, onde uma determinada citocina
pode ter um efeito horizontal - iniciando sua agdo numa célula que foi alvo
de outra citocina ou preparando-a para a agdo de outro produto - ou um
efeito vertical, potenciador ou supressor do “status-quo” em que a célula se
encontra (Barral-Netto ¢ Barral, 1994). A fun¢do das varias citocinas
produzidas pelas células Thl e Th2 na leishmaniose, bem como suas
interrelagdes, ainda ndo sdo totalmente conhecidas. Outras citocinas,
produzidas por populagdes celulares diferentes de CD4" , parecem ter
fungdes regulatorias importantes tais como IL-1, TNF-a e fator beta de
transformagdo do crescimento (TGF-B) (Titus et al., 1991; Mosmann e
Moore, 1991; Locksley e Scott, 1991; Barral-Netto e Barral, 1994).

Locksley e Scott (1991) revendo o tema, enfocam a importancia de
diferentes epitopos antigénicos, bem como fatores micro ambientais na via
de inoculagio e dose do antigeno e tipo da célula apresentadora de antigeno
(APC) na indugdo da resposta Thl ou Th2. A presenga do IFN-y , associado
a determinadas fragOes antigénicas e na dependéncia de fatores
estimulatorios, levaria a indugdo de células Thl. A IL-4, associada a outras
fragdes antigénicas ¢ a um segundo fator co-estimulatorio, induziria clones
Th2. Uma vez induzido, a expansdo de um determinado sub conjunto leva
concomitantemente a sua propria expansdo € a inibi¢do do outro. Uma vez
expandido um dos clones, estabelece-se o padrdo de cura ou de doenca
progressiva, ja que as citocinas induzidas regulardo o estado de ativagio dos
macrofagos. Quanto a este aspecto, o IFN-y tem sido identificado como o
mais potente fator de ativagdo de macrofagos para destrui¢io de L.major,
tendo seu efeito potenciado pela presenga de IL-2. Ja a IL-4, além dos
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efeitos inibitérios sobre a IL-2 e o IFN-y, ainda impede a transcri¢io de
genes codificadores de TNF, citocina também ativadora de macrofagos.

Apos a internalizagdo de leishménias por macréfagos ativados,
podem ser elicitados varios mecanismos de destruigédo das mesmas. Segundo
Hughes, (1988) a produgéo de intermedidrios reativos do Oxigénio (IRO) ,
especificamente anion superoxido e perdxido de hidrogénio, seria um dos
mecanismos de destruigdo intracelular de leishménias. A fusdo do
fagossomo, contendo parasita, com lisossomos € a consequente acidificagdo
do meio ¢ outro mecanismo efetor importante Liew € O' Donnell (1993). A
produgdo de intermediarios reativos do Nitrogénio (IRN), especificamente
6xido nitrico ¢ o mais recente dos mecanismos descritos para inativagio de
leisménias. (Liew e Cox, 1991).

As cepas virulentas de Leishmania podem evitar a formagéo de IRO
e a acidificagdo interna devido a componentes antigénicos superficiais.
Como citado anteriormente, a gp63 e o LPG propiciam a entrada do parasita
por receptores que ndo induzem a explosdo respiratéria e a gp63, sendo uma
protease ativa em meio dcido, € capaz de desativar as enzimas lisossomais
(Liew e Cox, 1991; Roitt et al.,1993).

Liew e O' Donnell (1993) chamam a atengdo para as evidéncias
experimentais, in vitro € in vivo, de que o principal mecanismo efetor
responsavel pela destrui¢do de amastigotas intracelulares seria o oxido
nitrico. A enzima catalisadora da produgdo de 6xido nitrico em macréfagos
é a oxido nitrico sintetase (NOS), uma enzima indutivel, cuja produgfio pode
ser induzida ou inibida por citocinas, na presenga de fatores co-
estimulatorios. As citocinas indutoras de NOS sdo Thl dependentes e as
inibidoras produzidas por Th2, o que demonstra a importancia das mesmas
também nesta fase efetora final da resposta imune contra Leishmania spp.

No estudo da LV tem-se utilizado alguns animais como modelo
experimental, principalmente o camundongo ¢ o hamster. No camundongo a
infecgdo por L.donovani ¢ autolimitada, ao contrario do que ocorre na
infecgio humana, que pode cursar com fatalidade na auséncia de tratamento.

Hamsters sdo altamente susceptiveis a ambas as formas de
L.donovani, desenvolvendo uma infec¢do semelhante ao calazar, como
consequéncia de infecgdo por via intra cardiaca (IC). (Farrel, 1976; Nickol e
Bonventre,1985; Gifawesen € Farrel, 1989).

Segundo citagdo de Nickol e Bonventre (1985), sdo descritos em

hamsters hipergamaglobulinemia e hepatoesplenomegalia (Stauber, Ochs ¢
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Coy, 1954, Stauber, 1955 ); anemia e deposi¢do de complexo imune nos
rins(Agu, Farrel e Soulsby, 1981,1982).

Farrel, (1976) demonstrou que os hamsters sdo capazes de
desenvolver imunidade a infecg¢do de desafio com L.donovani.

Campos-Neto ¢ Bunn-Moreno, (1982) e Bunn-Moreno et al,, (1985)
demonstraram que células esplénicas de hamsters cultivadas em presenga de
antigenos de diferentes espécies de Leishmania, apresentam uma ativagdo
policlonal de linfocitos B in vitro, porém, este fendmeno s6 é observado in
vivo na infecgdo por L.donovani; os autores relacionam este fendmeno a
uma desregulagdo das células T, uma vez que ele ocorre concomitantemente
com uma diminui¢do da resposta proliferativa a PHA.

Nickol ¢ Bonventre (1985) reportam que, em animais infectados pela
via IC, ha uma diminuigdo progressiva da resposta proliferativa de linfécitos
esplénicos 4 mitogenos e antigenos parasitarios durante o curso da infecgdo.

Gifawesen e Farrel (1989) descrevem que apés a infecgfio por via
intradérmica (ID), alguns animais podem desenvolver infecgdo auto limitada
e expressar algum grau de resisténcia ao desafio.

Rodrigues Jr, Da Silva e Campos-Neto (1992), mostraram que as
células esplénicas aderentes de hamsters infectados com L.donovani eram
incapazes de apresentar antigeno as células T especificas, sugerindo um
defeito na capacidade apresentadora de antigeno das células aderentes.
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II - OBJETIVO

Tendo em vista que os hamsters infectados pela via IC com
L.(L)donovani desenvolvem uma infec¢do de forma grave e progressiva, e
que os infectados pela via intra-dérmica podem desenvolver uma infecgdo
auto limitada e ndo visceralizante, nosso objetivo foi estudar a resposta
linfoproliferativa € a produgado de citocinas em animais infectados por via
intra-cardiaca (IC) ou intra-dérmica (ID), e relacionar esta resposta com a

visceralizagdo da infecgdo.
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III - MATERIAL e METODOS

Animais.

Foram utilizados hamsters (Mesocricetus auratus), machos oy
f€meas, com dois meses de idade, mantidos no Biotério do Depto. de
Ciéncias Biologicas da Faculdade de Medicina do Tridngulo Mineiro

(FMTM) Uberaba.

Parasitas.

Formas promastigotas.

Foi utilizada a cepa LD-1S de Leishmania (Leishmania) donovan;
isolada originalmente no Sudéo pelo Dr. D.Dwyer a partir de caso humano
de leishmaniose visceral, e cedida pela Dra. Marlene Bunn-Moreno
(Departamento de Imunologia do Instituto de Microbiologia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFR)) . As formas promastigotas
foram cultivadas em meio liquido B.H.I. (Brain-Heart Infusion, Difco-
Bacto), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco-BRL;
Escécia), 1% de hemoglobina de coelho, 20 ug/ml de 4cido folico (Lederle;
Brasil) e 40 pg/ml de gentamicina (Gibco-BRL: Escécia). As formas
promastigotas foram cultivadas em frascos de cultura de células de 50 ml
(Falcon; EUA), incubados em estufa a 28° C (Fanem; Brasil). As culturas
foram observadas em microscopio invertido (Olympus CK 2) a cada 48
horas e contadas em cdmara de Neubauer até que atingissem fase
estaciondria de crescimento. Os cultivos foram entdo lavados trés vezes por
centrifugagdo a 1.200x g, 10°C, 20 minutos (Sorvall - RT 6000B) em
solugdo salina a 10 °C ¢ o sedimento estocado em freezer a -70° C (Forma

Scientific).

Formas amastigotas.

Foi utilizada a mesma cepa LD-1S de L.(L)donovani, a qual fo;
mantida por repiques intra-cardiacos periddicos (60-90 dias) em hamsters.
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Infeccdo dos animais.

As formas amastigotas foram obtidas de bago de animais apés o 60°
dia de infecgdo. Os hamsters foram sacrificados em cidmara de éter
sulfiirico, o bago retirado assepticamente, macerado e ressuspenso em meio
RPMI 1640 (Gibco-BRL Escécia). O material foi centrifugado a 140 x g
por 10 min. a 10°C. A seguir o sobrenadante foi recentrifugado a 1.200 x g
por 20 min. a 10°C. O sedimento resultante foi lavado mais duas vezes nas
mesmas condigdes e ressuspenso em meio RPMI 1640. As leishmanias
foram contadas em cdmara de Neubauer. A concentragdo foi ajustada para
5x107 leishmanias/ml e cada animal recebeu um inéculo de 100pl por via

(IC) ou (ID) no coxim plantar.

Obtencio de células de 6rgdos linféides de_hamsters.

Os animais foram sacrificados em intervalos regulares de tempo e as
células linfoides do bago e dos linfonodos foram usadas nos ensaios de

proliferagdo celular e de produgdo de citocinas.

Células de baco -

O bago dos animais infectados por via IC foi retirado assepticamente
e desbridado em placa de Petri com 0 auxilio de duas pingas. As células
foram lavadas trés vezes por centrifugagdo em meio RPMI 1640 200 x g por
12 min. a 10°C. O sedimento foi ressuspenso em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino, € 40 ug/ml de gentamicina
(Gibco-BRL; Escocia) (RPMI completo). As células foram contadas e a

concentragdo ajustada de acordo com cada ensaio.

Células de linfonodos -

Os linfonodos inguinais ¢ popliteos dos animais infectados por via
intra-dérmica foram retirados assepticamente e desbridados em placa de
Petri com o auxilio de duas pingas. As células foram lavadas trés vezes
por centrifuga¢do em meio RPMI 1640, 200 x g por 12 min. a 10°C,
O sedimento foi ressuspenso em meio RPMI completo. As células foram

contadas e a concentragdo ajustada de acordo com cada ensaio.
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Antigeno.

Obtencio .

O antigeno foi preparado segundo técnica descrita po '
Da S_ilva e Campos-Neto (1992) : formas promastigotzli)s r((i%%zguzzrin
descrito anteriormente) foram  ressuspensas em dgua estéril num0
concentragdo de 2x10°® promastigotas/ml. Em seguida foram submetidas ?
ciclos de congelamento (nitrogénio liquido) e descongelamento (banho m o
a 37°C). A molaridade foi corrigida com BSS (solugéo salina ballanceada)arllgl
vezes concentrada e procedeu-se a centrifugagdo por 60 minutos a 1.200
g a5°C. O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,22 rm’crc‘)lr‘netro)s‘I

(Millipore, Franga), aliquotado ¢ armazenado em freezer a -70°C .

Caracterizacio.

Proteina total.
A andlise do conteido proteico do antigeno  soltivel de

L.(L)donovani foi realizada em “kit” para dosagem de proteinas de alta
sensibilidade “BCA protein Assay”(Pierce - EUA).

Perfil eletroforético.
Uma aliquota do antigeno foi tratada com dodecil sulfato de sodio

(SDS) e 10 pg do antigeno foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% em presenga de SDS. A eletroforese foi realizada em
mini gel (Mini Protean II- Biorad, EUA) conforme especificagio do
fabricante. O gel obtido foi fixado e corado pelo Azul de

Coomassie(Coligan et al., 1994).

Sensibilizacdo
Animais normais foram inoculados com 40 ug do antigeno preparado
como descrito anteriormente, emulsificado em igual volume de adjuvante

Completo de Freund (ACF) (Sigma; EUA) no coxim plantar. Apés trés
semanas os animais foram sacrificados e as células dos linfonodos inguinais

e popliteos fpram testadas por proliferagdo celular.
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Proliferacio celular.

. As células linfoides, obtidas com ; )
;llllllltézad::s em triplicatas no meio RPMI co(r)np(}:tsgrel:trz pa;z::zrsm(;n ggte’ foram
o decczl)to (Falcon, EUA) em estufa incubadora a 37°C, com pogos de

: , por 96 horas. Cada pogo recebeu 5x10° célulj atmosfera a
meio, concan as em presenga de
do parasita a 40 ng/ml e 1 pg/ml em vol
et al., 1985; Rodrigues Jr, Da Silva e Ca;l;lzsijll\llzltg el?)gg ul (Bunn-Moreno,

N Nas ultimas 8 horas de cultivo, cada pogo recebeu o) '5 T
tritiada .(Dupont, EUA). As células foram colhidas ,5 uCi de timidina
autgrqétlco (Skatron - Dinamarca) em papel de fib = colgtor semi
radiatividade determinada por cintilagdo liquida (Beclqna;aE%;)Vldro e a

Producio de sobrenadantes.

as das células utilizadas na i x
e sobrenadantes para ensailc))rodlel:firiigz?nacse lursr cf(e')lralm usadas
. MI completo, em placas de 24 poéos F lu a§ foram
em estufa incubadora a 37°C com atmosfera com 5% de CO; alcon; EUA)

Cada pogo recebeu 2x10° células em presenga dep(; 9~6 horas,
parasita a 40 pg/ml, em volume final Zf,lrifnbé

5ug/ml, e antigeno do
sobrenadantes foram colhidos e estocados em freezer a - 20°C até anali
analise.

Aliquot
na produgdo d
cultivadas em meio RP

Ensaio de citocinas
Os sobrenadantes obtidos foram testados -
por ensaio bioldgico
para a

presenga de IL-2 e IFN-, segundo Coligan et al., 1994, modificado

Interleucina-Z

Células CTLL (adqui
R.J.) mantidas em estufa
RPMI completo suplementa

ridas do Banco de Células da F

: : undag¢do Bio-Ri
incubadora, com repiques periédicgs er:lorlr?;?’
do com 10U/ml de IL-2 recombinaI;te muriliz
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(Boehringer; Alemanha) foram utilizadas para dosagem de atividade de
Fator de Crescimento de Linfocitos T. As células foram lavadas por
centrifugagdo como ja descrito, ressuspendidas em meio RPMI completo e
distribuidas em placas de 96 pogos de fundo chato numa concentragio de 2
x 10* células por pogo. Os sobrenadantes a serem testados e quantidades
padrio de IL-2 recombinante murina foram distribuidos em duplicatas num
volume final de 200 pl e incubadas por 24 horas em estufa incubadora. a
37°C em atmosfera de 5% de CO,. Nas ultimas 8 horas cada pogo receb,eu
0,5uCi de timidina tritiada, tendo as células sido colhidas e a radioatividade
incorporada determinada como citado anteriormente. A quantidade de IL-2
em cada sobrenadante foi estimada pela sua capacidade de indugzir
proliferagdo quando comparada com a obtida frente a IL-2 padrio.

Interferon gama

Células 1929 (adquiridas do Banco de Células da Fundagdo Bio-Rio,
R.J.) mantidas em estufa incubadora, com repiques periédicos em meio
RPMI completo, foram utilizadas para dosagem de atividade de inibi¢do de
efeito citopdtico viral. As células foram lavadas por centrifugagio como ja
descrito, ressuspendidas em meio RPMI completo e distribuidas em placa
de 96 pogos de fundo chato, na concentragdo de 5x10* células por pogo. Os
sobrenadantes a serem testados e quantidades padrio de IFN-y
recombinante murino (Genzyme, EUA) foram distribuidos em duplicatas,
num volume final de 200ul € incubadas por 24 horas em estufa incubadora a
379C em atmosfera de 5% de CO2. A seguir cada pogo recebeu uma aliquota
do virus da encefalomiocardite murina (EMCV) em diluigdo previamente
determinada (1/8.000). As placas foram n?vamente incubadas até que o
efeito citopatico se tornasse evidente nas células ndo expostas ao [FN-y,
Neste momento cada pogo recebeu 0,5 nCi de timidina tritiada e as células

foram incubadas por mais 8 horas, sendo entdo submetidas a 3 ciclos de
gelamento para 0 rompimento das células aderentes.

congelamento e descon : - o
Foi feita a colheita das células € 2 determinagio da radioatividade
o citado anteriormente. A quantidade de IFN-y em cada

incorporada, com : dade .
p ) ua capacidade de inibir o efeito citopatico

sobrenadante foi estimada pe.la S i
quando comparada com 2 obtida frente ao IFN-y padréo.
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Carga parasitiria.

A carga parasitria fol determinada por “imprint” dos bagos
segundo sugestdo de Stauber (1958); Rezai, et al., (1980) e Corbett, et al.,
(1992). Segmentos de bago (cerca de 20% do drgdo) foram primeiro
adsorvidos com papel de filtro para remog¢do de sangue e em seguida
impressos por aposigdo contra laminas novas e desengorduradas (mantidas
em imersdo em solugdo de alcool - éter), secos ao ar, fixados em metanol
por cinco minutos € corados pelo método de Giemsa. A coloragdo foi
realizada de acordo com a técnica empregada rotineiramente no Laboratério
de Parasitologia da UFU para leishmanias: as ldminas fixadas foram imersas
em corante de Giemsa, diluido 0,1:1,0 ml em dgua destilada e tamponada
em pH 7.2, por uma hora € meia, ¢ secas a0 ar. As laminas foram entio
observadas com objetiva de imersdo em microscépio  Olympus (CHI). O
valor da carga parasitiria foi calculado pela determinagdo do mimero de
amastigotas encontradas por 1.000 mucleos, multiplicado pelo peso do bago
por 2x10° (Lds). Para cada carga parasitiria determinada

(em mg) € Las
observou-se em média 3 1aminas.
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IV - RESULTADOS

Parasitismo esplénico em hamsters infectados pela via

IC.

Os resultados apresentados se referem a um total de 24 animais
infectados com 5x107 formas amastigotas / ml, num inéculo de 100ul. Os
hamsters foram sacrificados 1n0s 10% 20% 30°% 40% 60° e 90° dias pés
infecgdo, tendo sido determinada a carga parasitaria por “imprint” do bago.
O parasitismo se tornou patente a partir do 30° dia de infecgdo, tendo

0° dia para 4,6x10® no 90°

aumentado de 5,8x10° formas amastigotas no 3O | .
dia. Todos os animais observados a partir do 30° dia mostraram parasitismo
das (figura 1). Foram examinados em

positivo, em todas as lminas observal 1L .
média 4 animais por ponto, com 3 |Aminas em média, por animal.

Caracterizacio do antigeno.

O preparado antigénico continha,.’z. mg/ml de proteina total. A analise
eletroforética (figura 2) mostrou uma.serle de proteinas com peso molecular
entre 30 kDa e 94 kDa e mostra ainda uma forte banda de 63 kDa que
corres;())m;)cizgzr Z fgéjﬁﬁgénico induziu proliferagdo acentuada nas células
dos linfonodos dos animais fmunes, 1as 2 cgnqenﬁqcoes empregadas para o
~ desafio, ¢ ndo estimulou proliferagdo significativa nos controles ndo

infectados (figura 3).
ativa de células esplénicas de hamsters

Resposta prolifer

infectados pela via IC .

‘ Células esplénicas de |
amastigotas de L.(L.)donovant

' iad0
antigeno bruto de L.(L)donovani 2 n-A
Os resultados apresentados 1d figura 3 mostram que tanto os animais

controles ndo infectados, quanto 0S hamsteﬂrs §acnﬁcados em varios d}as
ap6 .o da infecgdo mostraram ausencia de resposta proliferativa
S o inicio )

frente aos antigenos do parastta.

¢ hamsters infectados com 5x10° formas
foram cultivadas em presenga de meio,
ug/ml; 1 pg/ml e 2 ug/mi de Con-A.
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Utilizou-se€ sob

Mostram ainda que as células obtidas de animais imunizados com o
antigeno de L.(L)donovani apresentam uma boa resposta proliferativa
frente a antigenos do parasita ( indice de proliferagdo de 3,8). A resposta
proliferativa das células estimuladas com 2 pg/ml de Con-A foi positiva nos
hamsters infectados e ndo infectados ( indice de proliferagdo de 40,5 + 5).

Parasitismo esplénico e resposta proliferativa em células

dos linfonodos de hamsters infectados pela via ID.

Hamsters infectados por via intra-dérmica com 5x10° formas
(L)donovani foram sacrificados no 30°, 60° e 90° dias
fecgdo. Foram sacrificados 4 animais por ponto, sendo
aliagdo do parasitismo a nivel do bago e ao estudo da
s células dos linfonodos a antigenos de

amastigotas de L.
ap6s o inicio da in
submetidos a uma av
resposta proliferativa da

L.(L)donovani.
se observou a presenca de parasitas a nivel de

Em 7 animais, nao :
trados parasitas no bago a partir do 30° dia

bago. Em 5 animais foram encon ] i '
de infecgdo, com uma média de 4,6x10" parasitas / animal. Nos animais que

ndo apresentaram um parasitismo patente, a resposta proliferativa a
antigenos do parasita foi positiva 1nos diversos dias testados (indices de

proliferagao de2,1a49¢ 1,06 a 5,63 para, respectivamente, 40 pug/ml e 1
ug/ml do antigeno). Por outro lado, ndo se observou resposta proliferativa
frente a antigenos de L.(L)donovani nas células de linfonodos dos animais
onde foram observados parasitas 10 bago (figura 4A e 4B). A resposta
proliferativa das células estimuladas com an-A (2 ug/ml ) foi positiva para
hamsters parasitados € ndo parasi_tados (indice de pro_hferagio 36,8 + 5).

A figura 5 mostra 2 média da resposta proliferativa de células de

linfonodos de hamsters com € sem parasitismo patente.

Deteccio € dosagem de citocinas.

tocinas foi realizada nos sobrenadantes do cultivo de
dos mesmos animais que foram utilizados para
ais também S€ avaliou o parasitismo esplénico.
renadantes de cultivo de células de linfonodos dos animais

ia ID € sobrenadantes de cultivo de células de bago dos

infectados por Vid '
animais infectados POT via IC.
21

A dosagem de cl
aliquotas de células
proliferagdo ¢ pos qu



A dosagem de IFN-y foi prejudicada pela presenga de atividade
citotoxica, possivelmente TNF, presente no sobrenadante, ja que
observamos a presenga de células L-929 mortas antes mesmo da adi¢do do

virus da encefalomiocardite aos pogos de cultivo.
A atividade de IL-2 foi determinada pela capacidade dos

sobrenadantes induzirem proliferagdo celular em linhagem de células CTLL.
Os resultados estdo expressos em proliferagdo (CPM / 1.000) (figura 6A) e
em unidades de IL-2, determinada contra curva padrdo (figura 6B).

A figura 6A mostra que a proliferagdo estimulada pelos sobrenadantes
dos animais infectados pela via ID, sem parasitismo patente, foi
aproximadamente 2,5 vezes maior que a observada com os sobrenadantes
dos animais infectados pela via IC, ¢ cerca de 10 vezes maior que a
detectada nos sobrenadantes dos animais infectados pela via intra-dérmica,
sem parasitismo observavel. Ndo se observa proliferagdo importante com og
sobrenadantes estimulados pelo antigeno ou sem estimulo (meio de cultura),
sendo significativa apenas sob estimulo de Con-A. A figura 6B apresenta os
mesmos resultados expressos em U/ml. Nos animais infectados por via intra-
dérmica, sem parasitismo patente, detectou-se 53,6 U IL-2 / ml; nos
infectados por via intra-dérmica com parasitismo patente encontramos 5,0 {J
IL-2 / ml e nos infectados por via intra-cardiaca, 17,45 U IL-2 / ml.
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Fosfolipase B - 94 kDa

BSA - 67 kDa

OVA - 43 kDa

Anidrase carbonica - 30 kDa

FIGURA 2 - Perfil eletroforético do antigeno de Leishmania (Leishmania) donovani
(AgLd). 10ug do Agld foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% em
presenga de SDS e corado pelo Azul de Coomassie. Foram utilizados 5ug de uma mistura

de marcadores de pesos moleculares contendo Fosfolipase B; BSA; OVA e Anidrase
carbonica.
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FIGURA 3 - Resposta proliferativa de células esplénicas de hamsters infectados pela via
intra-cardiaca (IC). Células esplénicas de hamsters infectados pela via IC com 5 x 10° formas
amastigotas foram cultivadas com duas concentragdes do antigeno: 40pg/mI/ M e lpg/ml & .
Cada ponto de infec¢do representa a média de quatro animais. Os resultados obtidos de
animais controles ndo infectados (Ninf) e de animais imunizados com o antigeno (Imune) estdo
representados. Os resultados estdo expressos em indice de proliferagdo: CPM do AglLd / CPM
do Meio. O indice de proliferagdo para Con-A foi, em média, 40,5+5 e o desvio padrdo foi
inferior a 20%.
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FIGURA 4 - Resposta proliferativa de células de linfonodos de hamsters infectados pela
via intra-dérmica. Células de linfonodos de hamsters infectados com 5 x 10° formas
amastigotas foram colhidas com 30, 60 e 90 dias ap0s infecgdo e cultivadas em presenca de
duas concentragdes do antigeno: 40ug/ml M e lpg/ml @ . Na figura 4A estdo representados
os resultados da proliferagio em animais onde ndo se observou parasitismo esplénico, e na
figura 4B, a proliferagio nos animais com parasitismo esplénico. Os resultados estdo expressos
em indice de prolifertagio. CPM do AgLd / CPM do Meio. O indice de proliferagio para

ConA foi, em média, 36,8+5 e o desvio padrao foi inferior a 20%.
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FIGURA 5 - Média da resposta proliferativa de células de linfonodos de hamsters
infectados pela via intra-dérmica. Indices médios dos resultados de proliferagio

mostrados nas figuras 4A e 4B. As barras representam o desvio padrdao. AgLd 40ug/m| M ¢
lug/ml @A,
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FIGURA 6 - Deteccio de IL-2. A proliferagdo de células CTLL foi testada com os
sobrenadantes dos cultivos de células de bago (BIC) e células de linfonodos de animais
parasitados (LID-P) e sem parasitismo patente (LID-NP). Os sobrenadantes testados foram
obtidos sob estimulo de: meio @: ConA (5pg/ml) B e Agld (40ug/ml) B3. Figura 6A -
proliferagdo induzida nas células CTLL pelos sobrenadantes, expressa em CPM/1000.
Figura 6B - unidades de IL-2 presentes nos sobrenadantes.
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V -DISCUSSAOQO

Parasitismo em hamsters infectados pela via IC .

A cinética do parasitismo na L.V. experimental em hamsters ja foi
descrita por varios autores : Farrel (1976) infectou hamsters pela via sub
cutdnea com L.donovani 2S aferindo o parasitismo de figado e bago por
“imprint” e/ou cultivo de macerado de orgdo, tendo registrado parasitismo
crescente entre os 8 e 20° dias pés infecgdo, quando encerrou as
observagdes; Nickol e Bonventre (1985), trabalhando com L.donovani 1S
e infectando hamsters de duas linhagens isogénicas distintas pela via intra
cardiaca observaram, por “imprint” de figado, uma cinética de infecgdo
onde a carga parasitaria aumentou rapidamente durante os 30 dias iniciais,
atingindo um valor que se manteve constante até 90 dias, quando os animais
morriam ou eram sacrificados; Corbett et al. (1992) utilizaram L.(L.)
chagasi e hamsters infectados pela via intra peritoneal, aferindo o
parasitismo esplénico a cada 10 dias, tendo observado parasitismo apenas a
partir do 30° dia, com aumento expressivo da carga parasitaria em torno do
40° dia, atingindo um patamar no 60° dia, quando os ensaios eram
encerrados.

No presente trabalho, obtivemos um parasitismo observavel a partir
do 30° dia (5,8x10° formas amastigotas ) que se manteve num patamar
elevado (4,6x10® formas amastigotas) até o 90° dia, quando os animais
morriam ou eram sacrificados (figura 1).

As diferengas observadas entre nossos resultados e a literatura citada
podem ser atribuidas & quantidade do indculo, as caracteristicas genéticas
dos animais, a via de inoculagdo, aos 0rgdos observados e a espécie de
Leishmania utilizada. Em comum, destacamos o perfil da curva com inicio
abrupto e exponencial, ¢ estabelecimento do parasitismo em patamar

elevado.

Caracterizacdo do antigeno.

Segundo Campos-Neto e Bunn-Moreno (1982), extratos antigénicos
brutos de promastigotas de L.(L)donovani induzem, in vitro, a ativagdo
policlonal de linfocitos B em hamsters ndo infectados.
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Bunn-Moreno et al. (1985) confirmam estas observagdes para
preparados antigénicos obtidos apenas por choque térmico.

Rodrigues Jr, Da Silva e Campos-Neto (1992), utilizando antigeno
de L.(L)donovani obtido por choque térmico e osmotico, seguido de
centrifugagdo e filtragdo observam atividade imunogeénica especifica para o
preparado, ndo observando proliferagdo inespecifica em células de hamsters

normais.
A metodologia utilizada na obtengdo do antigeno de L.(L)donovani

utilizado neste trabalho segue a descrita por Rodrigues Jr, Da Silva e
Campos-Neto (1992). Nossos resultados confirmam que antigenos de

L.(L)donovani, preparados  como descrito,  apresentam  boa
imunogenicidade sendo ainda desprovidos de atividade mitogénica nas

concentragdes empregadas (figura 3).

Proliferacio de células linféides esplénicas desafiadas
com o antigeno (infeccdo IC.)

Nickol e Bonventre (1985), infectando animais isogénicos com
L.donovani 1S pela via IC e procedendo ao desafio de células linfoides
esplénicas com antigeno constituido por promastigotas formolizadas,
descrevem uma resposta proliferativa substancial ao antigeno no 21° dia pés
infecgdo, com declinio a niveis despreziveis em torno do 60° dia, quando as
observagdes foram encerradas. Os autores reportam ainda uma resposta
diminuida a Con-A, a partir da 8 semana pos infecgdo.

Gifawesen e Farrel (1989), encontram resposta proliferativa inicial
em células esplénicas de hamsters isogénicos desafiadas com o antigeno de
L.donovani 28S, obtido por sonicagdo de promastigotas na 2* semana pos
infecgdo, com declinio a niveis despreziveis entre a 4* ¢ 6° semanas pos
infecgdo e reportam também uma resposta proliferativa diminuida a Con-A.

No entanto, Bunn-Moreno et al., (1985) e Rodrigues Jr, Da Silva e
Campos-Neto (1992), relatam uma auséncia de resposta proliferativa em
células esplénicas ou de linfonodos de hamsters infectados por via IC com
L.(L)donovani desafiadas com o antigeno.

Nossos dados apontam para uma auséncia de resposta proliferativa
significativa frente ao antigeno do parasita em quaisquer dos pontos
observados (figura 3). A ndo ocorréncia dos picos transientes de
proliferagdo, descritos por Nickol e Bonventre (1985) e Gifawesen e Farrel
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(1989), pode ser atribuida a diferentes preparagdes antigénicas utilizadas no
desafio, onde os primeiros utilizam promastigotas formolizadas, os
segundos promastigotas sonicadas e nds promastigotas rompidas por choque
térmico e osmotico, centrifugadas e filtradas. Assim, a proliferagdo inicial
descrita pelos dois autores, poderia ser devida a ativagdo policlonal de
linfocitos B, elicitada por alguns preparados de antigeno, como descrito por

Campos-Neto ¢ Bunn-Moreno (1982).
Nio encontramos no nosso trabalho resposta proliferativa diminuida a

Con-A, seja relacionando valores obtidos em animais infectados e animais
controles nio infectados, ou avaliando-se apenas as respostas dos animais
infectados nos varios pontos ensaiados. A resposta proliferativa preservada
a Con-A na L.V. experimental em hamsters ja foi descrita em trabalhos de
Bunn-Moreno et al., (1985) e Rodrigues Jr, Da Silva e Campos-Neto

(1992). Carvalho e Bacelar (1983), também descrevem resposta preservada
a Con-A e a “pokeweed mitogen” (PWM) em linfocitos periféricos de

pacientes com L.V.A.

Proliferacio de células linféides de linfonodos
desafiadas com o antigeno (infecciio ID.)

Dados da literatura (Farrel, 1976 e Gifawesen e Farrel, 1989)
mostram que alguns animais infectados pela via ID apresentam resposta
proliferativa para antigenos de Leishmania donovani e que podem ser
resistentes a uma infecgdo de desafio pela via IC.

Os resultados apresentados na figura 4 mostram que a infecgdo de
hamsters pela via ID pode seguir dois caminhos distintos. Células de
linfonodos de animais que apresentam parasitas detectados a nivel de bago
ndo desenvolvem resposta proliferativa quando estimuladas com antigeno de
leishmania. Por outro lado, animais que ndo apresentam parasitas no bago
tém resposta proliferativa positiva de células de linfonodos.

Este dados parecem refletir uma correlagdo direta entre o
desenvolvimento de uma resposta linfoproliferativa e a capacidade do

hamster de controlar a infecgdo (figura 5).

31



Andlise de IL-2 nos sobrenadantes de células de baco e
de linfonodo.

A quantidade de IL-2 presente nos sobrenadantes foi avaliada pela
sua capacidade de induzir proliferagdo em linhagem de células T citotdxicas
(CTLL).
E possivel que um percentual da resposta proliferativa se deva a
presenga de IL-4, uma vez que estas células podem apresentar uma pequena
resposta a esta citocina. A quantidade de IL-2 detectada nos sobrenadantes
estimulados com o antigeno de L.(L)donovani, ou sem estimulo (Meio) foi
irrelevante, mesmo onde se observou resposta proliferativa. Isto pode ser
devido a um consumo desta citocina pelas células presentes na cultura.

Porém, nos sobrenadantes de células estimuladas com Con-A, o nivel

de IL-2 foi diferente nos tres grupos. A quantidade de IL-2 detectada nos
hamsters infectados por via ID e sem parasitismo esplénico foi 10,72 vezes
maior que a dos animais infectados pela mesma via, porém com parasitismo
patente. A quantidade de IL-2 presente nos sobrenadantes de células de
bago dos animais infectados por via IC foi 3,07 vezes inferior a observada
nos sobrenadantes de células de linfonodos dos animais sem parasitismo
(figura 6).

IL-2, como citado anteriormente, ¢ uma citocina relacionada na
resposta imune secundéria, ao desenvolvimento de padrdo de resposta Thi
em murinos, que por sua vez esta ligada a resolugdo da infecgio por
Leishmania spp. Sua detec¢do e fung¢do na leishmaniose tem sido
investigada por varios autores.

Murray et al., (1987), trabalhando com L.denovani e camundongos
isogénicos de linhagens semsivel e resistente, compararam a infecgio
esplénica progressiva com a capacidade de gerar IL-2 ou IFN-y, em resposta
ao antigeno especifico. Na linhagem resistente foram detectadas ambas
citocinas, cuja presenga coincidiu com o controle da multiplicagio
parasitaria e cura. Na linhagem sensivel ndo houve produgdo de IL-2 ou
IFN-y, nem resolugdo da doenga. _

Heinzel, et al., (1991) utilizando linhagens de camundongos
resistentes e sensiveis, infectados com L.major, observaram a expressio de
mRNA tradutor de IL-2 ¢ IFN-y em linfécitos T ¢ B de linfonodos que
drenavam as lesdes, encontrando mRNA especifico para ambas citocinas

apenas na linhagem resistente.
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Carvalho e Badaro (1985) investigaram a presenga de IL-2 e IFN-y
em pacientes com L.V. ativa, ndo encontrando na fase ativa da doenga a
presenga de valores expressivos de ambas citocinas em ' relagio aos
controles sadios. A presenga de IL-2 e IFN-y se tornou significativa apos

terapéutica bem sucedida.

Consideracdes gerais.

Nossos resultados quanto a infec¢do ID se assemelham aos obtidos
por Pinelli et al, (1994) que trabalharam em leishmaniose visceral
experimental e natural por L.infantum em c3es. Os autores descrevem
pardmetros clinicos, imunologicos e de detec¢do de parasitismo que
permitiram dividir cdes infectados experimentalmente por via intra-dérmica
em resistentes € susceptiveis a infecgdo. Dentre os pardmetros imunologicos
foram investigados a resposta proliferativa de linfocitos a antigeno
especifico e detecgdo de IL-2 nos sobrenadantes. Os resultados indicaram
que no conjunto dos cies resistentes podiam ser encontrados animais com
parasitismo negativo, resposta proliferativa positiva e niveis expressivos de
IL-2. Os animais susceptiveis se encontravam parasitados, com resposta
proliferativa ausente frente ao antigeno especifico e apresentando baixos
niveis de IL-2 . Os resultados foram semelhantes quando os autores
investigaram populagdo de cdes vadios em regido endémica de leishmaniose
visceral canina (LVC) por L.infantum: cdes assintomaticos, ndo parasitados
exibiam resposta proliferativa ao antigeno especifico e com produgio de IL-
2 , ao contrario dos sintomaticos com parasitismo patente.

Carvalho et al., (1988), trabalhando em regido endémica de L.V.A.
acompanharam, por cinco anos, um grupo de 29 criangas recém infectadas,
quanto a proliferagio de linfocitos periféricos frente a antigeno de
L.donovani, ¢ a habilidade de controlar a infec¢do por este parasita.

A proliferagdo foi positiva para 17 das 29 criangas, ¢ quanto a
aspectos clinicos, foi possivel dividi-las inicialmente em dois grupos:
assintomaticas e sub clinicas. As criangas assintomaticas (12) mantiveram-se
sempre sadias.

O grupo sub clinico, ao longo das observagdes, se dividiu ainda em um
grupo que se manteve sadio e noutro que desenvolveu a forma cléassica da
doenga.
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No grupo sadio, todas as criangas, exceto uma, apresentaram resposta
proliferativa positiva de linfécitos, enquanto que no grupo que desenvolveu
a doenga, a resposta proliferativa fot sempre ausente.

Os nossos dados relativos a infecgdo estabelecida pela via intra-
dérmica, quanto ao parasitismo, proliferagdo e detecgio de IL-Z'parecer.n
indicar a possibilidade de dois eventos excluiveis: o _primeiro  seria
parasitismo esplénico patente com auséncia de resposta proliferativa e baixa
quantidade de IL-2; 0 segundo, auséncia de parasitismo obsen_zéyel no bago,
resposta proliferativa positiva e altos nives de IL-2. Os animais incluidos no
primeiro grupo apontam para um padrdo md1cgt1v0 de resolugdo da infecgdo
e os do segundo grupo, para infecg¢do progressiva.

Como ja revisto, a resolu¢do da infecg¢do e a infecgdo progressiva se
relacionam, na leishmaniose, a padrdes de resposta Thl e Th2,
respectivamente. Segundo Locksley e Sf:ott (1991), embora 0s eventos de
indugdo da resposta Thl ou Th2 ndo sejam totalmente conhecidos, alguns
parimetros importantes podem ser a via de inoculagdo ¢ a dose do antigeno,
e associagdo entre o tipo de célula APC (células apresentadoras de
antigenos) ¢ células T.

A interagdo do antigeno com as células APC € aceito como um pré
requisito para indugdo da imunidade mediada por células. Esta interagdo
inclui um processamento complexo do antigeno ¢ culmina com a expressdo
de fragbes deste antigeno, processado, em associagdo com moléculas do
CHP, na superficie da APC (Unanue ¢ Allen, 1987).

Kaye, Patel e Blackwell (1988) demonstraram que a influéncia
genética no padrdo de cura observado por linhagens de camundongos Lsh®
se traduziria numa expansdo rapida da fungdo APC, facilitando uma
expansdo subsequente maior de células T. Este aumento na fungdo APC se
correlacionaria com a expressdo aumentada de moléculas do tipo II do
CHP, observando ainda que o fenétipo Lsh® ¢ mais responsivo a ativagdo
por IFN-y.

Gajewski et al., (1991) sugerem que a resposta Thl ou Th2 pode ser
diferencialmente ativada em fung¢do do tipo de populagdo de células APC
envolvido, ndo s através do processamento e apresentagdo do antigeno,
mas do fornecimento por estas de sinais estimulatorios distintos. Os autores
apresentam dados que imputam as células B como APC preferencialmente
indutoras de resposta Th2 e macréfagos como indutores de resposta Thl,
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citando que o estado de ativagdo prévio destas APC determinaria seu
potencial estimulatorio.

Em relagdo as células potencialmente capazes de funcionar como
apresentadoras de antigenos na leishmaniose experimental, Blank et al,
(1992) demonstram que células de Langerhans murinas sdo capazes de
fagocitar amastigotas de L.major e discutem que a fungdo desta fagocitose,
menos expressiva que a de macréfagos, seria importante ndo na eliminagdo
do parasita, mas no processamento € apresentagdo de antigenos as células
T, j& que estas parecem migrar para linfonodos regionais apds a fagocitose.
Doherty e Coffinan (1993), apresentam evidéncias de que macrofagos
ativados por GM - CSF, derivados da medula 0ssea de camundongos,
incubados com antigeno de L.major induzem uma resposta do tipo Thl em
linhagens sensiveis e correlacionam esta resposta com a expressdo da
funcdo APC destes macrofagos, inferindo ainda que a natureza da célula
APC e portanto, os eventos iniciais de aquisigdo e apresentagdo do antigeno
influenciam o tipo de resposta Th1 ou Th2 elicitada.

Em hamsters, a importdncia das varias populagbes celulares
envolvidas na resposta imune a leishmaniose também tem sido investigada :
Gifawesen e Farrel (1989), observam supressdo da resposta proliferativa
apenas em presenga de células aderentes; Nickol ¢ Bonventre (1985),
apresentam resultados que imputam células T como responsaveis pela
supressdo da resposta proliferativa. Rodrigues Jr, Da Silva ¢ Campos-Neto
(1992), mostram que a auséncia da resposta proliferativa pode ser causada
por uma incapacidade seletiva das células apresentadoras de antigeno em
sensibilizar células T.

Nossos dados, em conjunto, mostram que para as duas vias de
infecgdo utilizadas obtivemos resultados diferentes. Na via de infecgdo
intra-cardiaca observamos um padrdo de doenga visceralizante, constante,
com parasitismo esplénico e auséncia de resposta proliferativa aos antigenos
de L.(L)donovani e baixos niveis de IL-2.

Na infec¢do pela via intra-dérmica observamos que parte dos
hamsters apresentava caracteristicas semelhantes aos infectados pela via
intra-cardiaca quanto ao parasitismo, proliferagio e niveis de IL-2, mas
outro grupo controlava a infec¢do e apresentava proliferagdo positiva ao
antigeno especifico e altos niveis de IL-2.

A diferenga de resposta observada apds a infecgdo intra-dérmica
poderia ser atribuida a influéncia genética, uma vez que foram utilizados
animais nio isogénicos neste estudo. Porém, fatores relacionados aos
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primeiros eventos do processamento e apresentagdo dos antigenos de
L.(L)donovani aos linfécitos T podem estar envolvidos.

A rota de infecgdo intra-cardiaca em hamsters levou a resultados que
se assemelham ao observado em casos graves de calazar.

Na via intra-dérmica os resultados se assemelham ao observado
natural e experimentalmente, tanto em reservatorios de leishmaniose
visceral (Pinelli et al, 1994), quanto ao detectado em inquéritos
epidemiologicos humanos (Carvalho et al., 1988).
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VI - CONCLUSAO.

Destacamos que a rota intra-dérmica de infec¢do nos parece um
modelo muito mais proximo do que se observa na infec¢do natural, que se
da através da picada do vetor, que a intra-cardiaca. Assim é possivel que
esta mimetize melhor os eventos iniciais que ocorrem in sifu apés a
inoculagdo do parasita, € que podem resultar em resolugdo da doenga ou em
doenga progressiva.

Finalizando, nos parece que o hamster pode ser um modelo versatil
para estudos imunoldgicos da leishmaniose visceral, ja que permite o estudo
das formas de infecgdo semelhantes as observadas no calazar grave, bem
como de formas assintomaticas ou de progressdo lenta, observaveis na
. VH, apenas pela variagdo da rota de infecgdo.
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