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RESUMO: As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género Leishmania
que sdo parasitas intracelulares obrigatérios das células fagociticas. O objectivo deste estudo
foi caracterizar a infeccao por Leishmania infantum em murganhos BALB/c inoculados por
via intradérmica, analisando a evolucao do parasitismo e as respostas imunitarias desenvolvidas.
A carga parasitaria foi determinada por PCR em tempo real. Foram detectados parasitas
desde o 7° dia pds-infeccao, verificando-se a disseminacao visceral do parasita ao 56° dia
pos-infeccao. Os linfécitos dos animais do grupo infectado proliferaram em resposta a
estimulacao antigénica, enquanto que os macrofagos peritoneais produziram nitritos na
presenca do antigénio. Estes resultados demonstraram que os murganhos BALB/c inoculados
por via intradérmica constituem um bom modelo experimental de leishmaniose visceral.

Palavras-chave: Leishmania infantum, resposta imune, modelo animal, dxido nitrico, prolife-
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Immune response in infection by Leishmania infantum based on

animal model

ABSTRACT: Leishmaniases are diseases caused by protozoa of the genus Leishmania
that are phagocytic cells-obligated intracellular parasites. The aim of this study was to
characterize the infection by Leishmania infantum on intradermally inoculated BALB/c mice,
analyzing the evolution of parasitism and the immune responses developed. Parasite load
was determined by real time PCR. Since day 7 post-infection, parasites were detected and
visceral dissemination was observed 56 days post-infection. Lymphocytes from the animals
of the infected group proliferated in response to antigenic stimulation, while peritoneal
macrophages produced nitric oxide in the presence of Leishmania antigen. These results
demonstrated that BALB/c mice intradermally inoculated are a good experimental model

of visceral leishmaniasis.
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Introducao

As Leishmanioses sao doencas causadas por um proto-
zoario intracelular obrigatério das células fagociticas do
género Leishmania'. A transmissao destes parasitas para o
hospedeiro vertebrado faz-se através de um insecto-vector,
a fémea flebotominea, dos géneros Phlebotomus (R), no
Velho Mundo, e Lutzomyia, no Novo Mundo?. Leishmania
(L.) infantum é o principal agente etiol6gico nos paises
da bacia mediterranica, sendo P perniciosus e P ariasi 0s
principais vectores®* e o cdo o principal reservatorio®®.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, as leishmanioses
sdo endémicas em 88 paises distribuidos por todos os

continentes, com excepcdo da Austrdlia e da Antéarctida,
estimando-se em 350 milhdes o nimero de pessoas em
risco de contrair a infeccdo. A prevaléncia mundial é de
12 milhdes de casos, com milhdo e meio a dois milhdes de
novos casos por ano: quinhentos mil casos de leishmaniose
visceral (LV) e de um a um milhdo e meio de leishmaniose
cutanea (LC)’.

O largo espectro fenotipico das leishmanioses esta depen-
dente da espécie infectante, da resposta imunolégica e das
caracteristicas genéticas do hospedeiro. O modelo murino
tem contribuido para a compreensao dos mecanismos
responsaveis pela patogénese e pela resposta imunitaria
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a infeccao por Leishmania. A distribuicdo do parasita no
organismo, a resposta imunitdria, assim como o quadro
clinico da doenca sao também influenciados pela via
de inoculacao e pelo numero de parasitas inoculados®?.
Nas infeccoes experimentais de LV, as vias endovenosa e
intraperitoneal (IP) sdo as mais utilizadas para inoculacdo
dos parasitas'®'3. Embora as vias subcutanea e intradérmica
(ID) sejam as mais proximas do que ocorre na natureza
com a picada do vector, existem poucos estudos com a
sua utilizacao.

Estes protozodrios possuem moléculas fortemente imuno-
génicas, com capacidade de induzir o sistema imunitdrio do
hospedeiro a desenvolver uma resposta ineficaz'*. Alguns
estudos demonstraram que ocorre a inibicao da sintese de
oxido nitrico (NO) nos macréfagos' e que o parasita tem
a habilidade de resistir ao pH acido das células onde se
desenvolve, multiplicando-se dentro do fagolisossoma'®.
Estes ultimos, ao estarem infectados por Leishmania, sao
menos eficientes na producao de citocinas e/ou estimulacdo
das outras células efectoras'-'°. A medida que o parasita
se diferencia, o macréfago perde a capacidade de ser uma
célula apresentadora de antigénio?®. A auséncia de respostas
linfoproliferativas ao antigénio especifico foi ja demonstrada
na fase aguda de LV humana®®, bem como em caes?' e em
hamsters?? infectados por L. infantum.

O presente estudo teve como objectivo caracterizar a evolu-
cao do parasitismo e as respostas imunitarias desenvolvidas
em murganhos BALB/c inoculados com L. infantum pela via ID.

Metodologia
1. Murganhos e Infeccdo

Cinguenta e seis fémeas BALB/c, entre seis a oito semanas
de idade, foram adquiridas a Harlan Interfauna Ibérica
(Barcelona, Espanha) e alojadas no biotério do Instituto de
Higiene e Medicina Tropical (Lisboa) em condicdes clima-
ticas e de nutricdo adequadas, de acordo com a norma
comunitaria (86/609/CEE) relativa ao bem-estar dos animais de
experiéncia e transposta para a lei nacional (D.L. n°® 129/92
e Portaria n® 1005/92, de 23 de Outubro, D.R., | série — B,
n° 245).

Para a infeccdo dos murganhos e in vitro dos macrofa-
gos foi usada a estirpe de Leishmania infantum MON-1.
Um grupo de 28 animais (Grupo W) foi inoculado pela via
ID na orelha direita com 107 promastigotas de L. infantum
em 5 pl de solucdo salina por cada animal. Os restantes
animais constituiram o grupo controlo (Grupo C) e foram
inoculados com 5 pl de solucédo salina. Antes de serem
inoculados, os animais foram sedados com 150 mg de
cetamina (Imalgene® 1000, Rhéne Mérieux, Portugal) e
15 mg de xilazina a 2% (Rompun®, Bayer, Portugal) por
kilo do animal, administrado por via IP. A experiéncia foi
realizada uma vez.

2. Parasitas

Utilizaram-se formas promastigotas metaciclicas de L.
infantum zimodemo MON-1 (MCAN/PT/05/IMT373) obtidas

em cultura a partir de aspirado ganglionar de um cao com
leishmaniose. A metaciclogénese foi realizada segundo o
método descrito por Howard?3.

3. Recolha de amostras

Aos dias (D) 7, 14, 28, 42, 56, 84 e 112 pos-infeccao (PI)
foram sacrificados 4 animais de cada grupo por overdose
da mistura anestésica descrita em 1. A cada animal foram
retirados: o sangue, os macréfagos peritoneais, as orelhas,
o ganglio linfatico regional (cervical), o baco, o figado e um
fémur para colheita da medula 6ssea.

As amostras obtidas de cada animal foram colocadas
individualmente em meio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) (Biochrom, Alemanha) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FCS) (Biochrom, Alemanha), com excepcao
do sangue periférico que foi recolhido para tubos contendo
2,0 mg de acido etilenodiaminotetraacético (EDTAYml de
sangue e do liquido peritoneal de todos os animais do mesmo
grupo e que foi colocado em tubos de 50 ml sem aditivo;
os macréfagos peritoneais de cada grupo foram utilizados
em pool para analise da producao de NO.

4. Tratamento de Amostras

O baco e o figado de cada animal foram macerados em 2
ml e 5 ml de meio RMPI, respectivamente, antes de serem
utilizados nos diferentes procedimentos. Foram utilizados
200 pl de macerado esplénico para extraccao de acido
desoxirribonucleico (DNA) e, com o restante, foi feito o poo/
dos vérios animais, de acordo com o grupo a que perten-
ciam, para a realizacdo do ensaio da proliferacao linfocitaria.

Os ganglios linfaticos e a pele de ambas as orelhas foram
seccionados em pequenos fragmentos para extraccao de
DNA. A extraccdo da medula 6ssea do fémur foi realizada
com uma agulha de 25G em seringa contendo 1ml de RPMI.

Procedeu-se a extraccao do DNA das amostras utilizando kits
comerciais: PCR Template Preparation Kit, (Roche Diagnostics
GmbH) para o sangue e EasySpin Genomic DNA Minipreps
Tissue Kit (Citomed) para as restantes amostras.

5. Carga Parasitaria

A determinacdo e quantificacdo da carga parasitaria foram
realizadas através da reaccdo em cadeia da polimerase
TagMan® em tempo real (gPCR), como descrito por Rolao?.
O numero de parasitas nas amostras foi determinado a
partir da curva padrédo (declive = -3,273589; intercepcdo
= 28,818321; R?=-0,998977), construida a partir de uma
cultura de massa de promastigotas de L. infantum. A con-
centracdo de parasitas na cultura foi determinada pelo valor
médio de 10 contagens realizadas em hemacitometro ao
microscopio optico. As culturas foram entao diluidas de
1:10, entre 1x10°e 1 parasita. De seguida, procedeu-se a
extraccado de DNA dos parasitas de cada uma das diluicdes,
utilizando o método referido no ponto anterior para as
amostras de sangue.

As amostras de DNA foram analisadas usando os oligonucle
otidos (Applied Biosystems) 5'GGTTAGCCGATGGTGGTCTT3’
(primer forward), 5'GCTATATCATATGTCCAAGCACTACCT3’



Tabela 1: Carga parasitaria detectada nos tecidos de BALB/c do grupo
W ao 7° (a) e ao 56° (b) dia pods-inoculacao com Leishmania infantum
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Tabela 2: Producao de nitritos por macréfagos peritoneais de BALB/c,
estimulados com antigénio parasitario

1a Carga parasitaria (parasitas/ pg DNA) Concentracao de nitritos (UM)
Média Desvio padrao Grupo W Grupo C
Orelha direita 104,33 183,55 D7 1,56 0,21
Orelha esquerda 7,71 10,69 D14 4,38 2,02
Ganglio regional 0,77 1,54 D28 3,26 0,96
D42 0,00 0,15
b Carga parasitaria (parasitas/ ug DNA) D56 2,63 0,77
Média Desvio padrao D84 0,05 0,28
Figado 1,05 2,10 D112 3,24 1.12
Baco 1,59 1,83
Sangue 0,00 0,00 medido a radioactividade emitida pelas células em divisdo 14
Medula 4,50 5,43 a 16 horas ap6s incubacao com a timidina. Os resultados sao

(primer reverse) e a sonda TagMan® 5’ACCACCTAAGGT
CAACCC3’, resultando um produto de ampliacdo de 90
pares de bases.

6. Producao de Oxido Nitrico

O método utilizado foi adaptado de Ding?. Resumidamente,
colocou-se por poco de microplaca de ELISA, com fundo
em U, 150 pl de macréfagos peritoneais (2x10° células/ml).
As células para estimulacao foram adicionados, por poco,
10 pg/ml de antigénio (Ag) total de Leishmania. As células
nao estimuladas adicionaram-se 50 pl de meio RPMI/FCS
a 10%, perfazendo assim um total de 200 pl em cada
poco da placa. Apds incubacdo a +37° C e 5% de didxido
de carbono (CO,) durante 48 horas, procedeu-se a quanti-
ficacdo de nitritos presentes no sobrenadante das culturas
celulares, através da reaccdo colorimétrica de Griess. Parale-
lamente, foram utilizadas varias concentracdes (padrdes) de
nitrito de sddio (1,56 a 100 uM). Todas as amostras foram
testadas em duplicado. A densidade dptica foi lida a 550
nm em espectrofotémetro de microELISA. A concentracdo
de nitritos nas amostras foi determinada a partir da curva
padrao, construida com base nos valores de absorvancia
dos padroes (y = 0,0061 x + 0,0721; R*= 0,9997).

7. Proliferacao Linfocitaria

Neste estudo, a técnica de proliferacdo linfocitaria utilizada
foi adaptada de Maluish e Strong?®. Basicamente, as células
mononucleadas, isoladas dos macerados esplénicos por
gradiente de concentragdo, foram colocadas em microplaca
de ELISA em fundo em U. Em cada poco colocaram-se
150 pl de células (2x108 células/ ml). As células para estimu-
lacdo foram adicionados, por poco, 10 pg/ ml de Ag total
de Leishmania ou 5 pg/ml do mitogénio Concanavalina A
(ConA) (Sigma, USA). As células ndo estimuladas adicionaram-

-se 50 pl de meio RPMI/FCS a 10%, perfazendo assim um
total de 200 pl em cada poco da placa. Apds incubacéo a
+37° C e 5% CO,durante 72 horas, adicionaram-se 25 pl de
timidina tritiada (radioactiva) em todos os pocos, tendo-se

expressos em numero de cintilacdes por minuto (cpm), sendo
o indice de estimulacéo (IE) determinado pela razéo entre o
valor médio de cpm dos triplicados das células estimuladas
(ConA ou Ag) e o valor médio das células ndo estimuladas.
No presente estudo, tendo em conta os resultados de IE
obtidos no Grupo C em resposta ao antigénio (IE maximo
de 1,1) considerou-se positivo um resultado de IE > 1,5%.

8. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi efectuada no programa Statistical
Package for Social Sciences 16.0 (SPSS Inc., USA). O teste
nao paramétrico de Friedman foi utilizado para comparar,
ao longo do periodo de observacao, a carga parasitaria
entre os diferentes érgdos, assim como para avaliar a proli-
feracao linfocitaria e a producao de NO nos dois grupos de
murganhos em estudo. As diferencas foram consideradas
significativas para um nivel de significancia de 5% (P < 0,05).

Resultados
1. Carga Parasitaria

No D7 foram detectados parasitas em ambas as orelhas e
nos ganglios linfaticos regionais (cf. Tabela 1a). Mas ao D56
apenas foram detectados no figado, no baco e na medula
ossea (cf. Tabela 1b).

No inicio das infeccbes, a orelha direita foi o local onde
se detectou a maior carga parasitdria (104,33 parasitas/ ug
DNA) correspondendo ao local onde foi feita a inoculacéo.
J& ao D56 verificou-se a carga parasitaria mais elevada na
medula 6ssea (4,50 parasitas/ g DNA). Nao se detectaram
parasitas nos animais do grupo C durante o tempo de estudo.

2. Producao de Oxido Nitrico

A producao de nitritos pelos macréfagos dos animais dos
dois grupos, cultivados na auséncia de estimulo externo,
ndo ultrapasou 2 pM. Apesar de no D14 se ter observado
a producao maxima de nitritos (4,38 uM) em resposta ao
Ag pelos macréfagos do grupo W, a activagdo das células
também ocorreu nos D28, D56 e D112 (cf. Tabela 2).
No grupo C nao houve valores de NO iguais.
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Tabela 3: Resposta proliferativa ao antigénio parasitario dos linfécitos
extraidos do baco de BALB/c

fndice de estimulacao linfocitaria
Grupo W Grupo C
D7 0,80 1,00
D14 1,40 0,20
D28 2,50 0,50
D42 0,90 1,10
D56 1,50 0,80

3. Proliferacao Linfocitaria

Os linfocitos esplénicos dos animais dos grupos C e W
responderam a estimulacao na presenca do mitogénio
ConA. Os IE médios para os grupos estudados foram 5,3
no grupo C e 7,5 no grupo W.

Em resposta a estimulagao antigénica, verificou-se que
houve proliferacao linfocitaria das células do baco dos
animais do grupo W nos D28 e D56. No grupo C nao
houve resposta proliferativa ao Ag parasitario ao longo de
todo o periodo experimental (cf. Tabela 3).

Discussao

A evolucédo da infeccao experimental depende de varios
factores, como a espécie do parasita e respectiva viruléncia,
o indculo (a concentracao e a forma dos parasitas) e a via
de inoculacdo?®. A maioria das infeccdes experimentais
de LV em murganhos sao causadas pela inoculacdo de 10’
parasitas por animal?®33 e a via de inoculacado mais comum-
mente utilizada é a IP, por ser mais facil de executar e por
dar origem a uma maior homogeneidade das infec¢des®.
Por outro lado, a via de inoculacao ID é tida como a que
mimetiza melhor a infeccdo natural; contudo, a doenca
desenvolve-se mais lentamente e os animais permanecem
assintomaticos durante um longo periodo de tempo333°.

O modelo experimental utilizado, BALB/c, é considerado
susceptivel, o que significa que desenvolve a doenca e a
espécie L. infantum é viscerotrépica, i.e., dissemina-se a
partir do local da infeccdo para os érgaos viscerais, como
o baco e o figado®343¢, tal como aconteceu neste estudo.

No presente estudo, a inoculacao ID de 107 promastigotas
por animal resultou na visceralizacdo da infeccdo. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos por Ahmed*,
gue observaram parasitas no figado e no baco de murganhos
uma semana apos a inoculacado ID de L. infantum. A escolha
da concentracdo utilizada de promastigotas deveu-se ao
facto da maioria das infeccdes experimentais, em modelo
murino, com espécies viscerotropicas de Leishmania, assim
como no Unico estudo publicado que utilizou a via ID*,
terem aplicado este nimero de parasitas. A utilizacdo de
uma concentracao diferente impediria a comparacao dos
nossos resultados com os dos outros autores. No nosso
estudo, passados 7 dias Pl, foram detectados parasitas

20

na pele da orelha direita (local da inoculacdo), na pele da
orelha esquerda e nos ganglios linfaticos regionais e, ao fim
de 56 dias PI, no figado, no bago e na medula éssea, o que
significa que o parasita teve capacidade de se desenvolver
e multiplicar in vivo no hospedeiro mamifero, o que prova
gue os promastigotas inoculados se encontravam na forma
metaciclica ou virulenta.

Santos-Gomes*', num ensaio em que utilizou a via ID
para inocular L. infantum em caes, observou que a transfor-
macao de promastigotas metaciclicos em amastigotas ocorre
entre 30 minutos a 24 horas apoés a inoculacdo, pelo que
podemos deduzir que ao D7 todos os promastigotas que
ndo foram eliminados pelo sistema imunitario se transfor-
maram em amastigotas. Ahmed*, utilizando a mesma via,
também observou os parasitas na derme nos primeiros dias
Pl e, com o decorrer da experiéncia, verificou uma migragao
para os tecidos mais profundos. No nosso estudo néo se
verificaram diferencas estatisticamente significativas na
carga parasitaria entre os diferentes 6rgdos analisados. Este
resultado, assim como o obtido por Ahmed“, foi contrario
aos obtidos por outros autores que sugerem o baco como
0 6rgao mais susceptivel a multiplicacdo dos parasitas de
estirpes viscerotrdpicas®'4'-#2. Foi também demonstrado que
em infec¢des experimentais que utilizam a mesma espécie de
Leishmania, o0 mesmo modelo animal e 0 mesmo tipo de ino-
culacdo, a evolucao do parasitismo pode ser influenciada pela
viruléncia da estirpe utilizada ou mesmo do isolado utilizado.

Moll*? propde que as células de Langerhans (células
dendriticas) da pele sdo responsaveis pelo transporte dos
parasitas até aos ganglios linfaticos, de modo a activarem
as células efectoras, como as Natural Killer e os linfocitos
T. Entdo, o desaparecimento dos parasitas da derme pode
dever-se a sua eliminacdo através da resposta imune local,
assim como a sua disseminacdo para os 6rgaos internos*.

Em resposta ao antigénio parasitario, no grupo W, verificou-
-se que os macrofagos peritoneais produziram nitritos nos
dias D14, D28, D56 e D112 e os linfécitos esplénicos dos
animais proliferaram nos dias D28 e D56. Isto podera indicar
gue os macréfagos estavam activados e que talvez a producdo
de NO esteja relacionada com a eliminacdo dos parasitas.
A seguir ao D7 verificAmos uma elevada producao de
nitritos em resposta ao antigénio parasitario, a qual foi
diminuindo até ao D42. Talvez por isso, no D56 voltaram a
ser detectados parasitas. No entanto, no dia 56 observou-se
novamente a producao de NO, o que traduz a activacao dos
macréfagos que podera estar na origem da nao deteccao
de parasitas nos dias seguintes (D84 e D112).

O estudo da proliferacéo linfocitaria demonstrou que nao
houve imunossupressao dos linfécitos esplénicos devido a
infeccao. A resposta celular manteve-se positiva de forma
intermitente ao longo do estudo.

Conclusao
A infeccao experimental de murganhos BALB/c, inoculados

por via ID com parasitas Leishmania infantum, mostrou ser
um bom modelo para a LV. Verificou-se um tropismo dos



parasitas do local da inoculacao (orelha direita), inicialmente
para a outra orelha e ganglios linfaticos regionais e, poste-
riormente, para os érgaos mais profundos, como o baco, o
figado e a medula 6ssea, sugerindo que esta via de inocu-
lacdo, ao causar uma evolucao lenta da infeccao, permite
o estabelecimento de uma resposta celular imunolégica
protectora. Através de gPCR, foi possivel detectar e quan-
tificar os parasitas desde o D7, mostrando ser uma técnica
sensivel, de facil execucao e rapida na obtencao dos resultados.
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