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RESUMO

PAPEL DAS MOLECULAS CO-ESTIMULATORIAS NA IMUNOMODULAGAO DA
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR HUMANA. CECILIA BEATRIZ FIUZA FAVALIL.
A leishmaniose humana apresenta um ampio espectro de manifestagdes clinicas
que variam desde a forma cutdnea localizada até a forma com comprometimento
visceral. O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o papel de
moléculas co-estimulatorias na lkeishmaniose humana. Assim, verificou-se o efeito
destas moléculas na produgdo de citocinas ( TNF-a, IFN-y e IL-10) e
caracterizagdo fenotipica por citometria de fluxo de células de pacientes com a
forma tegumentar da doenga. Pacientes da area endémica de Jequié - BA foram
avaliados por exame clinico, Teste de Montenegro (DTH) e histopatologia. Células
mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram obtidas e plaqueadas numa
concentragdo de 5x10%ml para coleta de sobrenadante e a dosagem de citocinas
foi realizada pela técnica de ELISA. A andlise fenotipica dos linfécitos T foi
realizada por citometria de fluxo, coletando-se as células e marcando-as com
anticorpos conjugados a fluorocromos (CD4, CD8, CD25 e CTLAA4). As células de
pacientes com leishmaniose tegumentar foram estimuladas com antigeno solivel
de Leishmania (SLA 10 pg/mi) com ou sem a adigdo de CTLA4 solivel (para
bloquear a interagdo CD28-B7) ou anti-CD40L (para bloquear a interagdo CDA40-
CDA40L). Os resuftados encontrados demonstram que o bloqueio da interagéo
CD28-B7, via CTLA4 soluvel inibe a produgado das citocinas IFN-y , IL-10, IL-12 e
TNF-a. Este efeito € mais pronunciado nos pacientes que apresentam duragdo da
lesdo inferior a sessenta dias. Por outro lado, a interagao CD40-CD40L parece
ndo ser essencial na imunomodulagdo da leishmaniose tegumentar humana, ja
que ndo foram observadas alteragbes significativas na produgdo de citocinas
quando se utilizou o anticorpo anti-CD40L. N&o se verificou alteragéo significativa
no padrao fenotipico de células CD4" e CD8" quanto aos marcadores de ativagdo
recente (CD 25) nem quanto a expressdo de CTLA4.

Palavras Chave: Leishmaniose Cutanea. Citocinas. Imunomodulagédo



ABSTRACT

ROLE OF COSTIMULATORY MOLECULES ON IMMUNOMODULATION OF
HUMAN TEGUMENTARY LEISHMANIASIS CECILIA BEATRIZ FIUZA FAVALL
Human leishmaniasis has a wide spectrum of clinical manifestations with
tegumentary or visceral commitment. The objective of the present work is to
evaluate the effect of co stimulatory molecules on cytokine production and T
lymphocyte phenotype from peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from
cutaneous leishmaniasis patients. Tegumentary leishmaniasis patients from
endemic area (Jequié-Bahia) were evaluated by clinic characteristics,
histopathology and delayed type hypersensitivity (Montenegro test). PBMC were
obtained from passage over a Ficoll- Hypaque gradient and plated (5x10%ml) in
complete medium. The cells were stimulated with soluble Leishmania antigen (SLA
10ug/mi) in the presence or absence of soluble CTLA4 to block CD28-B7
interaction and anti human CD40L to block CD40-CD40L interaction. Supernatants
were harvested at 24, 48 and 96 hours after culture for TNF-a, IL-10 and IFN-y
ELISA measurement, respectively. Cells were harvested (48 hours), stained with
antibodies conjugated to fluorochromes (CD4, CD8, CD25 and CTLA4) and
analyzed by flow cytometry. The results show the blockade of CD28-B7
downmodulate IFN-y, IL-10, IL-12 and TNF-a secretion by PBMC from tegumentary
leishmaniasis. This effect is evident in patients with less than sixty-day lesions. On
the other hand, CD40-CD40L interaction seems not to be essencial on human
tegumentary leishmaniasis imunomodulation. No alterations on cytokine production
were observed when anti-CD40L blocked the interaction CD40-CD40L. T cells
CD4" and CD8" phenotipic pattem was not altered conceming CTLA4 and CD25
expression when both costimulatory interactions were blocked.

Key-words: Tegumentary leishmaniasis, cytokines, imunomodulation
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1. INTRODUGAO
1.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS

A leishmaniose & uma doenga com ampla distribuigdo no Velho Mundo e
Novo Mundo. E uma doenga que compromete pele e mucosas (forma cuténea) e
visceras (forma visceral). O curso da infeccdo por Leishmania apresenta
caracteristicas clinicas variadas que dependem de fatores do parasito e da
capacidade de resposta imune do hospedeiro (GRIMALDI, 1982).

A leishmaniose representa um importante problema de satide publica e esta
incluida entre as seis mais importantes endemias do mundo. E endémica em
oitenta e oito paises da América Latina, Africa, India, Europa e Asia. A
Organizagao Mundial de Saide (OMS) estima que em todo o mundo cerca de 12
milhdes de in&ividuos estdo infectados e que 1 em cada 19 habitantes do mundo
estao sob o risco de se infectar (World Health Organization, Leishmaniasis
Control ) Disponivel em: http:/mwww.who.int/emc/diseases/leish/ . Acesso em
10/12/2002.

No Brasil, os relatérios epidemioldgicos, apesar de incompletos, mostram
que a incidéncia de leishmaniose vem aumentando. Em 1995, foram registrados
35583 casos, sendo que o maior indice foi verificado nas regides Norte-Nordeste
com 36.6% e 38% , respectivamente. No Estado da Bahia a Fundagado Nacional
de Satde registrou um total de 2877 casos em 1989 e de 4105 casos em 1994.

Nos dltimos vinte anos, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) vem
apresentando franco crescimento, tanto em magnitude como em expanséao
geografica, observando-se surtos epidémicos nas regides Sul, Sudeste, Centro
Oeste, Nordeste e, mais recentemente, na regido Norte (Amazonas), relacionado
ao processo predatorio de colonizagao.

No Nordeste, houve um aumento gradativo no nimero de municipios
atingidos pela LTA no periodo entre 1994 a 1998. Nos estados do Maranhdo,
Bahia, Ceara e Pemambuco, o coeficiente de detecgdo foi alto, sendo que no
Estado da Bahia foram detectados 3.342 casos, 0 qual representa um coeficiente
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de detecgdo de 25.72/100.000 hab. Disponivel em: http://www.funasa.qov.br
Acesso em 10/12/2002

1.2 O PARASITO

O agente etiolégico da leishmaniose € um protozoario da ordem
Kinetoplastidae, da familia Trypanosomatidae, do género Leishmania. As espécies
de Leishmania sao parasitos digenéticos ou dimérficos, que se multiplicam em
formas amastigotas (intracelulares) no interior de macréfagos, e em formas
promastigotas (extracelulares) no interior do trato digestivo dos vetores
flebotomineos, os quais realizam a transmissdo do parasito para os hospedeiros
vertebrados (LAINSON et al, 1987).

A transmissdo do parasito ocorre quando o flebotomineo fémea infectado,
ao picar o homem ou outros animais (domésticos e selvagens), injeta junto com a
saliva as formas promastigotas (flageladas) infectantes, denominadas
metaciclicas. As promastigotas sdo fagocitadas por macréfagos residentes na
derme via receptores e ligantes especificos. As leishmanias se instalam no
compartimento fagolisossomial dos macréfagos (vacuolo parasitéforo) e se
diferenciam em amastigotas, sobrevivendo e multiplicando-se por divisdo binaria.
A habilidade para sobreviver no interior das células do hospedeiro reflete a
adaptagao evolutiva desses parasitos para evadir-se e resistir aos mecanismos
efetores imunes do hospedeiro (HOWARD et al, 1980;MOSSER, 1994).

Inicialmente os critérios para identificacdo e classificacdo das espécies
tinham como base as manifesta¢des clinicas por elas produzidas aliadas as suas
caracteristicas epidemioldgicas, geograficas e biologicas. Com o desenvolvimento
de novos métodos bioquimicos e genéticos foi possivel agrupar mais
precisamente as diferentes espécies de Leishmania (GRIMALDI et al, 1989).

Antigos conceitos tém sido revistos, demonstrando que uma mesma
espécie de parasito pode causar mais de um tipo de doenga com consideravel
sobreposi¢ao de espécies de Leishmania (SILVEIRA et al, 19981).
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1.3 FORMAS CLINICAS E AGENTES ETIOLOGICOS

Existem duas formas clinicas basicas: tegumentar e visceral, sendo que a
forma tegumentar apresenta um espectro amplo de manifestagbes clinicas e
patologicas (BRYCESON, 1969).

Os parasitos que causam leishmaniose cutdnea (LC) e leishmaniose
cutdnea mucosa (LCM) no Novo Mundo estdo agrupados no complexo L.
braziliensis e L. mexicana. Parasitos do complexo L. braziliensis geralmente
causam LC e LCM, enquanto que aqueles que compfe o complexo L. mexicana
geralmente nao estdo envolvidos com manifestagdes mucosas, causando apenas
lesdes cutdneas restritas e autolimitadas. L amazonensis, a qual previamente
considerava-se causar apenas lesdes cutdneas localizadas (SILVEIRA et al,
1991), é agora associada com alguns casos de LCM e leishmaniose visceral (LV)
(BARRAL et al, 1991).

O pélo responsivo é representado pela leishmaniose cutdnea localizada
(LCL) e leishmaniose cutdnea mucosa (LCM). Neste caso, os pacientes
apresentam uma forte reagdo de hipersensibilidade do tipo tardia ao antigeno de
Leishmania (intensa imunidade mediada por células) e produgdo de niveis
elevados de interferon y (IFN-y), em resposta aos antigenos parasitarios quando
testados in vitro. Por oufro lado a imunidade humoral especifica € menos
exacerbada, com baixa produgéo de anticorpos (CARVALHO et al, 1985; CASTES
et al, 1983).

A leishmaniose cutaneo-difusa (LCD), representa o pélo ndo responsivo ou
anérgico. Os pacientes apresentam imunidade humoral exacerbada e auséncia de
resposta mediada por células (CONVIT et al, 1972). A resposta linfoproliferativa é
deficiente e estes linfécitos ndo secretam IFN-y quando estimulados com antigeno
de Leishmania, mas produzem esta citocina quando desafiados com mitégenos ou
antigenos ndo relacionados (MURRAY et al, 1984).
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1.3.1 Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL)

A leishmaniose cutanea localizada tem como principal caracteristica uma
lesdo ulcerada, que se desenvolve, geralmente, nos membros inferiores, no local
de inoculagdo do parasito pelo inseto vetor. A ticera, de bordos elevados e fundo
plano é geralmente auto limitada. A leishmaniose cutdnea disseminada (LD) e a
leishmaniose recidiva cutis sdo também formas localizadas de leishmaniose e
causam ulceragdes cutaneas miltiplas (CASTES et al, 1983; SARAVIA et al,
1989).

As lesbes podem ter uma variedade de aspectos como pépulas, nédulos,
tlceras, tubérculos ou placas infiltradas. A forma de LD pode ser observada em
cerca de 1% dos casos e alguns pacientes apresentam mais de 700 lesdes,
certamente causado por disseminagdo hematogénica do parasito. Esta forma
pode ser causada por L. braziliensis e L. amazonensis (COSTA et al,
1986;CARVALHO et al, 1994). Existe, também, a forma linfatica da leishmaniose
cutinea que é caracterizada por uma seqiiéncia de nédulos ao longo da rota
linfatica, podendo ser causada por L. braziliensis, L. panamensis e L. guyanensis
(WALTON et al, 1977).

Linfadenopatia regional com rapida resolugdo € comum na LC do Novo
Mundo, especialmente na doenga causada por L. braziliensis, e por vezes precede
o aparecimento das lesdes cutidneas (BARRAL et al, 1992; BARRAL et al, 1995b).

A leishmaniose recidiva cutis ou lupdide é caracterizada pela aparéncia de
lesbes ativas em volta das escaras ou por difusdo periférica da lesdao com cura
central. No Brasil, a leishmaniose recidiva cutis tem sido causada tanto por L.
braziliensis quanto L. amazonensis (BITTENCOURT et al, 1993).

No Novo Mundo, o agente que causa a forma clinica mais grave ¢ a L.
braziliensis . Cerca de 1% dos casos de LC por L. amazonensis podem disseminar
apresentando mutltiplas lesdes, com aspecto de papulas e Ulceras pequenas
(BARRAL et al, 1991).
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1.3.2 Leishmaniose Cutdnea Mucosa ( LCM)

No Novo Mundo, aproximadamente 3% dos pacientes infectados com L.
braziliensis sdo acometidos por LCM, menos freglientemente esta associada a
infecgdo por L. amazonensis (BARRAL et ai, 1991).

Provavelmente, o envolvimento da mucosa se desenvolve a partir da leséo
primaria por disseminagdo hematogénica do parasito para a mucosa nasal, palato,
uvula, faringe e labio superior. As lesdes ocormem num periodo que varia em
algumas semanas a varios anos depois da infecgdo. Em uma &rea endémica da
Bahia (Brasil) 46% dos pacientes com LC desenvolveram lesdes mucosas apés
dois anos da infecgdo cutanea (MARSDEN, 1986). O desenvolvimento da leséo
mucosa aparece concomitantemente com lesdes ativas de pele em 14%-28% dos
pacientes ou surge depois de cura espontdnea ou induzida por tratamento. Por
outro lado, a doenga mucosa ocorre sem uma lesdo cutanea prévia em 16% dos
casos. As lesGes mucosas sao infiltradas, com ulceragées que podem causar
extensiva destruicdo do septo nasal. Perfuragao septal é observada em 42% dos
pacientes com LCM (MARSDEN, 1986).

1.3.3 Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD)

A LCD é uma forma rara de leishmaniose reportada na América Central,
Ameérica do Sul (especialmente no Brasil), Repiblica Dominicana e Venezuela. Os
agentes sao L. aetiopica, L.. mexicana e L. amazonensis (GUENOUN et al, 1990).

A lesao inicial assemelha-se a lesdo observada na LCL, sem ulceragéo,
sendo que a disseminagdo hematogénica ocorre apés meses ou anos
(BRYCESON, 1969).

O infitrado difuso’ no rosto confere um aspecto similar a hanseniase
Virchoviana. As lesées sdo geralmente nao ulceradas, a menos que a area tenha
sofrido algum trauma (BITTENCOURt et al, 1968). A LD é completamente
diferente da LC difusa, na qual muitas lesées também sao observadas, mas s3o
nodulares e nao ulceradas (CARVALHO et al, 1994).
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As lesdes podem evoluir, estendendo-se pelo corpo, com aspecto
eritematoso ou com aparéncia de nédulos. As lesdes ndo ulceram e a cicatrizagéo
espontanea de algumas lesbes & acompanhada pelo aparecimento de outras. A
disseminagio ocome pelos sistemas linfaticos, permanecendo na derme, néo
havendo visceralizagdo (BARRAL-NETTO et al, 1995; MAUEL et al, 1981).

Na LCD nao ha resposta imune do tipo tardia ao antigeno do parasito in
vivo (DTH ou reagdo de Montenegro negativa) nem in vitro (resposta
linfoproliferativa) (CASTES et al, 1983; CASTES et al, 1984).

1.4 LEISHMANIA E IMUNIDADE

As citocinas parecem ter um papel importante na imunorregulagdo da
infeccdo por Leishmania. Dois tipos de linfécitos T, T helper 1 (Th1) e Th2,
apresentam diferentes perfis de secregcdo de citocinas. Na leishmaniose murina
experimental ja € bem estabelecido modelo de resisténcia e susceptibilidade em
diferentes linhagens de camundongos. Um produgdo inicial de IL4 no
camundongo susceptivel (BALB/c) esta associada com uma resposta Th2,
enquanto nas linhagens resistentes (C57/BL6, CBA e C3H) ha desenvolvimento
de resposta Th1 dependente de IL-12 na qual células T CD4" produzem IFN-y e
levam a eliminagao dos parasitas nos macréfagos ( REINER et al, 1995). Também
tem-se demonstrado que o TNF-a, citocina produzida por macréfagos, linfécitos T
e outros tipos celulares, desempenha papel importante na protegdo na
leishmaniose murina experimental (THEODOS et al, 1991; TITUS et al, 1989).

Estudos de leishmaniose experimental indicam que estagios precoces da
infeccdo sdo semelhantes tanto em animais susceptiveis quanto em resistentes,
com uma marcada predominancia de neutréfilos, muitos deles contendo parasitos.
Macréfagos e eosindfilos estdo presentes em menor nimero. Este aspecto é
graduaimente substituido na linhagem susceptivel por um aspecto monomoérfico
constituido predominantemente por macréfagos vacuolados cheios de
amastigotas, enquanto em camundongos naturalmente resistentes €& observado

um infiltrado de linfocitos e plasmécitos e uma reagao granulomatosa (ANDRADE
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et al, 1984; BARRAL-NETTO et al, 1987). Este estagio é também caracterizado
por sinais ultraestruturais de ativagdo de macréfagos nos animais imunizados
(POMPEU et al, 1992). Precocemente na infecgido experimental, os neutréfilos tém
um papel parasiticida importante pela fagocitose, causando uma grande redugéo
no numero de parasitos (POMPEU et al, 1991).

Apesar da liberagdo destas substdncias, muitos parasitos permanecem
intactos dentro dos macréfagos. Isto pode ser devido a presenga de outras
substancias que contrabalangam a agédo do IFN-y, como IL-4 e IL-10 ou TGF-B, 0
qual tem sido demonstrado predominar em animais suscetiveis (BARRAL-NETTO
et al, 1992). Observou-se que em modelos murinos, a adigdo de TGF-8em
culturas de macréfagos aumentava a replicagao de L. braziliensis, enquanto que o
anticorpo neutralizante anti-TGF-B diminuia a infec¢do. O tratamento com TGF-
B in vivo fez com que parasitos avirulentos se tornassem virulentos e causou
reativagdo da infecgdo latente por L. braziliensis (BARRAL et al, 1993). Ainda
quanto a modulagdo da leishmaniose murina, camundongos deficientes em IL-10,
apresentavam maior resisténcia a L. donovani por aumento na produgéo de IFN-y
e IL-12. Verificou-se também que ndo era a auséncia de IFN-y e sim a presenga
de IL-10 que levava a forma ativa da doenga (MURPHY et al, 2001).

E possivel, entdo que o equilibrio entre Th1 e Th2 bastante evidenciado nos
modelos murinos de leishmaniose, também esteja implicado no variado espectro
de formas clinicas da leishmaniose humana. Os macréfagos podem ser ativados
por citocinas autécrinas (como o TNF-a) ou por citocinas produzidas pelas células
T, incluindo o IFN-y (MURRAY et al, 1983) e GM-CSF (WEISER et al, 1987),
assim adquirindo capacidade antimicrobiana intracelular.

As promastigotas inoculodas na pele se transformam em amastigotas
dentro dos macréfagos e se replicam dentro do vactolo parasitéforo. Sdo varios
os fatores que influenciam sua sobrevivéncia. A resisténcia natural ocorre por
mecanismos de defesa constitutivos, que sao ativados em minutos ou segundos.
Um exemplo é a fagocitose por macrofagos ou neutréfilos, a liberagdo de enzimas
hidroliticas ou intermediarios reativos do oxigénio (oxidative burst). Outros
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mecanismos requerem indugao transcripcional ou sintese “de novo” de proteinas e
ndo s3o funcionais no inicio da infecgdo. Exemplos sdo a produgdo de 6xido
nitrico (NO) pela NO sintase induzida ou tipo Il (iNOS ou NOSZ2) entre outros
(NATHAN, 1992).

Este processo é induzido por IFN-y , uma citocina caracteristica de células
do tipo Th1 mas também liberada por células NK. Embora estas células sejam
componentes da imunidade inata e potenciais indutores da NOS;, a sua expresséo
e funcao foi raramente analisada e demonstrada na fase precoce da doenga
(JONES-CARSON et al, 1995; YU et al, 1998; DIEFENBACH et al, 1998,
YOSHIMOTO et al, 1998).

Pacientes com lesdes cutdneas cronicas expressam uma grande
quantidade de citocinas pré inflamatérias como o TNF-o (MELBY et al, 1994).
Quando CMSPs de pacientes com leishmaniose cutdnea e mucosa sao
estimulados com L. amazonensis, ocorre um aumento de [FN-y e TNF-a no
sobrenadante da cuftura. O IFN-y é essencial para a ativagdo macrofagica
necesssdria a destruicdo do parasito, por outro lado, IFN-ytambém estaria
envolvido na patogénese da doenga por levar a um aumento do TNF-a. (RIBEIRO-
DE-JESUS et al, 1998).

No homem, altos niveis séricos de TNF-a ndo estdo associados a protegao
ou a prognéstico favoravel (BIRKLAND et al, 1992; PISA et al, 1990). Embora
tenha-se sugerido que altos niveis séricos de TNF-a possam participar de
mecanismos patogénicos, estudos in situ sobre produgdo de TNF-a na
leishmaniose tegumentar, ndo demonstram diferengas na expressdo de RNAm
para TNF-a na leishmaniose cutanea localizada (LCL) e leishmaniose cutanea
mucosa (LCM) (DUJARDIN et al, 1993; PIRMEZ et al;, 1993). Porém, verificou-se
que os niveis séricos de TNF-a eram significativamente mais elevados nos
pacientes com leishmaniose mucosa do que naqueles pacientes com a forma
localizada.( DA-CRUZ et al, 1996) e também foi demonstrado que pacientes com a

forma mucosa secretavam mais TNF-ax e IFN-y e menos IL-10 do que pacientes
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com a forma localizada da doenca quando CMSP eram estimuladas com SLA.
( BACELLAR et al, 2002).

Quanto a modulagdo da resposta Th1, demonstrou-se que o TGF-8
endégeno aumenta a susceptibilidade de macréfagos humanos & infecgdo com
diferentes espécies de Leishmania e é detectado no sitio das lesdes, na fase
inicial da leishmaniose cutanea, e em casos de doenga cutaneo-mucosa ativa. A
adigdo de TGF-B exégeno nas culturas de macréfagos humanos aumentava o
nimero de parasitos em tomo de 50% (BARRAL et al, 1995c).

Outro ponto que diz respeito a regulagdo por citocinas, uma possivel
explicagdo para a patogénese da LCM ou casos de LCL com evolugédo
desfavoravel seria a presencga de citocinas inibidoras de resposta tipo Th1 na fase
inicial da infeccdo. Melby et al, (1996) demonstraram que IFN-y e IL-12 estdo
aumentados nas les6es mais antigas da LCM, podendo, portanto ter um papel
importante na patogénese desta doenga.(MELBY et al, 1996). Confirmando estes
dados, Rocha et al. (1999) observaram que pacientes com uma doenca mais
recente ( menos de 60 dias de lesdo) produziam menos IFN-y e tinham um indice
de estimulagdo menor ao antigeno de Leishmania do que aqueles pacientes com
maior tempo de doenga ( mais de 60 dias). Por outro lado, a produgdo de IL-10
pelos CMSPs dos pacientes com les&o recente era maior do que em pacientes
com leséo tardia. Este fato demonstra uma diminuigdo transitéria na resposta Th1
dos pacientes com lesédo recente, permitindo a sobrevivéncia e multiplicacdo do
parasito com conseqiiente desenvolvimento da doenga. Comparando lesdes de
pacientes com LCM e LCL, Pirmez et al, (1993) encontraram maior quantidade de
RNAm para IL-4 nas lesGes de LCM, enquanto que IFN-y e IL-12 tinham
distribuicbes semelhantes. (PIRMEZ et al, 1993).

Em contraste a estes dados, Ajdary et al, (2000) estudando diferengas
entre CMSPs de pacientes com leishmaniose cutdnea recente e aqueles que nao
curavam, verificou que ndo havia produgio de IL-10 detectavel no sobrenadante
destas culturas estimuladas com antigeno bruto de Leishmania. (AJDARY et al,
2000).
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Em todas as formas de leishmaniose humana, a recuperagdo e a
resisténcia a doenga sdo dependentes de respostas efetivas de células T, com
pouca participag&o de anticorpos especificos.

O teste cutdneo em leishmaniose tem sido de grande valor clinico e
epidemiolégico. A maioria dos pacientes com LC ou LCM ativas tem resposta
positiva ao teste de hipersensibilidade tardia (DTH) ao antigeno de Leishmania.
(BADARO et al, 1986). Resposta positiva ao DTH esta diretamente relacionada
com resisténcia a infecgdo futura.

Na LCM ativa a resposta é muito intensa, no que diz respeito ao teste
intradérmico e a linfoproliferagao, e os linfécitos destes pacientes produzem {FN-y,
o qual inibe a replicag&o intracelular de Leishmania. (CARVALHO et al, 1985),
( BACELLAR et al, 2002)

Pacientes com LCD tem uma completa anergia ao antigeno de Leishmania.
DTH é negativo e seus linfdcitos ndo respondem ao antigeno de Leishmania, néo
ocorrendo linfoproliferagdo nem produgdo de citocinas (CASTES et al, 1983).
Durante a fase ativa da doencga, IFN-y é indetectavel enquanto que ha RNAm para
IL-10, IL4 e IL-2. Com o tratamento, o IFN-y passa a ser produzido enquanto que
a produgéo de IL-10 diminui (BOMFIM et al, 1996)

Diferengas entre LC e LCD podem ser devidas pelo menos em parte a
variagbes na composicdo antigénica do parasito. Antigenos preparados de
parasitos isolados de casos humanos de LC estimularam maiores producées de
IL-2 e IFN~y, por linfocitos de pacientes com LC e LCD do que antigenos obtidos
de isolados de LCM (AKUFFO et al, 1987).Com base nestes estudos foi postulado
que parasitos isolados de LCD contém antigenos especificos que inibem a
producdo de IL-2 e IFN-y. Estudando respostas murinas, Scott et al, (1988)
demonstraram a presenga de fragcdes supressivas e protetoras. E possivel que
diferentes fragdes predominem em parasitos obtidos de pacientes com LCD e em
parasitos que causam LC. Por outro lado, a manutengdo da imunossupressdo em
humanos, parece ser dependente de fatores do hospedeiro (AKUFFO et al, 1987).
E possivel que diferentes fragdes antigénicas estimulem preferencialmente células

Th1 ou Th2.
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1.5 MOLECULAS CO-ESTIMULATORIAS

O mecanismo da resposta imune requer dois sinais para uma ativagéao
efetiva dos linfécitos T. O reconhecimento antigénico dos linfécitos T, pelo seu
receptor de células T (TCR) na superficie das células apresentadoras de antigeno
(APC) prové o primeiro sinal. O segundo sinal é dado pela interagdo das
moléculas co estimulatorias presentes na superficie das APCs e linfocitos T. As
células T que recebem apenas o primeiro sinal entram num estado de auséncia de
resposta a estimulagao.

Este conceito de co-estimulagéo levou a varios estudos que se concentram
na identificacdo de moléculas acessoérias de superficie capazes de fornecer sinais
coestimulatérios as células T. Varias moléculas tém sido identificadas, desde
aquelas que simplesmente aumentam a adesdo aquelas que enviam sinais
bioquimicos essenciais para a total ativagdo da célula T.

Como a co-estimulagdo das células T por células apresentadoras de
antigeno tem mostrado influenciar na ativagao das células T, seu papel vem sendo

explorado em diversas infec¢des, dentre elas, a leishmaniose.

1.5.1 A via CD28-B7

A importancia da via CD28-B7 tomou-se bastante clara nos (ltimos dez
anos. Em 1988, Gaspari e colaboradores demonstraram que clones Th1 ao
encontrarem o complexo antigeno-MHC na auséncia de co-estimulagdo tornavam-
se funcionalmente inativos. Quando restimulados estes clones nao proliferavam e
também ndo produziam citocinas, principalmente IL-2. O estado anérgico era
revertido pela adigédo de IL-2 exdgena ou pela ligagdo do CD28 de superficie com
anti CD28 mAbs ou seus ligantes, B71(CD8()) e B72 (CD86). (GASPARI et al,
1988)

A molécula de CD28 €& uma glicoproteina de superficie expressa
predominantemente em células T e timécitos em desenvolvimento (JUNE et al,
1994; GROSS et al, 1992). Em condigdes normais, 50% das células T CD8" e
todas as células CD4", assim como as células T murinas, expressam CD28. Uma
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comparagdo entre as seqiiéncias de aminoacidos das formas do CD28 em
humanos, roedores, bovinos e aves demonstram uma significativa homologia
(67% entre camundongos e humanos). Este alto nivel de conservagdo confimna
um papel evolucionario importante para o CD28 na fungdo das células T.
(PARSONS et al, 1996). Embora o CD28 seja expresso constitutivamente na
maioria das células T, sua expressdo é dindmica. A expressdo do CD28 aumenta
transitoriamente ap6s ativagao da célula T e reduz apés sua ligagdo com B7. Esta
redugdo da expressdo resulta numa diminuicdo na capacidade da célula em
mobilizar estoques intracelulares de caicio, um componente critico para efetivar a
sinalizagao intracelular da célula T (LINSLEY et al, 1994).

No que diz respeito ao papel da via CD28-B7 em modelos murinos de
leishmaniose, camundongos deficientes em CD28 mantinham seus fenétipos de
resisténcia e susceptibilidade no curso na infecgdo, porém, quando os
camundongos susceptiveis infectados com L. major eram tratados com CTLA4 -Ig
(bloqueio da interagdao CD28-B7) , desenvolviam respostas protetoras (CORRY et
al, 1994), sugerindo que a co-estimulagdo por B7 é essencial para a
susceptibilidade. Verificou-se também que a co-estimulagdo via B7 é muito
importante nas respostas iniciais ap6s infecgdo por L. major tanto na linhagem
murina resistente quanto na susceptivel. Neste caso, a molécula de B7-2 é a que
mais contribui por ser expressa constitutivamente nos macréfagos (ELLOSO E
SCOTT, 1999).

1.5.2 Antigeno 4 de Linfécito T Citotéxico (CTLA4)

O Antigeno 4 de Linfécito T Citotéxico ( Cytotoxic T Lymphocyte Antigen — 4
, CTLA4), um homélogo estrutural do CD28 (30% homélogo) foi descoberto numa
biblioteca de DNA complementar de genes de células T induzidos por ativagdo
(BRUNET et al, 1987). CTLA4 é expresso em células T CD4+ e CD8+ em niveis
10-100 vezes menores que CD28, porém liga-se a B7-1 e B7-2 com uma
constante de dissociagdo 20 a 50 vezes maior em relagdo ao CD28 (LINSLEY et
al, 1991; WALUNAS et al, 1994; LINDSTEN et al, 1993; HARPER et al, 1991;
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LINSLEY et al, 1994). O gene para o CTLA4 é muito relacionado ao CD28 e tém a
mesma organizagdo exon/inton com um dominio Ig °“like”, uma regido
transmembrana e um dominio citoplasmatico (LINDSTEN et al, 1993; HARPER et
al, 1991;DARIAVACH et al, 1988).

Existem outras diferengas funcionais entre CD28 e CTLA4. Embora o CD28
seja constitutivamente expresso na maioria de células T humanas e murinas em
repouso, CTLA4 é expresso apenas apo6s ativagdo das células, com um pico de
ativagdo ap6s 48- 72 horas (LINSLEY et al, 1991; LINDSTEN et al, 1993). O
CTLA4 & expresso na superficie de células T CD4 e CD8 ativadas,porém, a
maioria da proteina permanece intracelular (SHIRATORI et al, 1997; ALEGRE et
al, 1996). Esta localizagao intracelular do CTLA4 é uma conseqiiéncia direta da
presenca de um motivo de localizagdo intema que causa rapida endocitose
(SHIRATORI et al, 1997). A ligagdo da molécula do CD28 é essencial para uma
expressdao maxima de CTLA4. Células T deficientes em CD28 ndo aumentam
eficientemente a expressdo de RNA mensageiro para CTLA4 apés a ativagéo, a
ndo ser que IL-2 exégena seja adicionada (ALEGRE et al, 1996). A estimulagéo
direta de CD28 via anti- CD28 acelera o acimulo de RNA mensageiro para o
CTLA4 em linfécitos de sangue periférico humanos, enquanto o aumento de
CTLA4 em resposta ao antigeno € bloqueado por antagonistas do CD28
(WALUNAS et al, 1996).

As evidéncias fisiolégicas do papel regulador negativo do CTLA4 surgiram
com a utilizagdo de camundongos deficientes em CTLA4. Estes camundongos
desenvolveram uma doenga linfoproliferativa espontidnea com infitrado em
diversos 6rgdaos e morriam por volta da quarta semana (WATERHOUSE et al,
1995). O tratamento de camundongos CTLA4-/- com CTLA4 Ig evitou a
linfoproliferagdo e a lesdo tecidual, além de ‘inibir a proliferagao celular in vitro.
Desta forma, verificou-se que a sinalizacdo via B7-CD28 era necessaria para o
desenvolvimento da doenga linfoproliferativa (GREENFIELD et al, 1997). No
modelo murino de leishmaniose visceral, o bloqueio de CTLA4 aumentava a
resisténcia do hospedeiro a infecgdo por L. donovani (MURPHY et al, 1998) e
tomava a imunidade celular mais eficiente por aumento de IFN-y e restauragéo da
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resposta linfoproliferativa no calazar murino crénico (GOMES et al, 1998). Na
malaria experimental, entretanto, verificou-se que o CTLA4 era mais expresso em
células T durante a fase a fase sangiiinea e que o bloqueio de CTLA4 in vivo
levou ao desenvolvimento da forma cerebral da doenga diminuindo o tempo de
vida dos animais. Isto demonstra a importdncia desta molécula na prevengéo da
imunopatologia da fase sangiiinea da malaria (JACOBS et al, 2002).

1.5.3 CD40 —CD40L

CD40 faz parte da superfamilia do TNF-R, ndo possuindo os dominios
intracelulares que promovem as vias efetoras da morte celular, e entdo levam a
um aumento da sobrevivéncia celular, progressdo do ciclo celular e regulagdo do
desenvolvimento Th1/ Th2 (FOY et al, 1996; ROMAGNANI, 1995).

As interagdes CD40-CD40L estdo primariamente envolvidas nas respostas
primaria e secundaria de anticorpos e células B de memoéria. A ligagdo do CD40
em linfécitos B aumenta a agregagdao homotipica, proliferagdo, secreg¢do e
mudangca de classe de imunoglobulina. A ligagdo CD40-CD40L durante as
interagdes das células T CD4 e monécitos promove produgdo de INOS , IL-1, IL-6
e GM-CSF pelos mondcitos. A interagdo CD40- CD40L em macroéfagos e células
dendriticas induzem IL-12 e aumentam a eliminagcdo de patégenos intracelulares
(FOY et al, 1996). CD40 é uma proteina integral de membrana de 40 —~ 45kDa
predominantemente expressa em células B imaturas e maturas, células
dendriticas foliculares e derivadas da medula dssea, células endoteliais e
macréfagos ativados (KEHRY, 1996).

O ligante do CD40 (CD40L ou glicaproteina gp 39) é expresso em células T
CD4 e algumas células CD8 ativadas, monocitos, células. NK, mastdcitos e
baséfilos (FOY et al, 1996). CD40L é rapidamente induzido nas células T CD4 e
em sub grupos de células CD8, de 4 a 6 horas apds a ativagdo, com picos de
expressdo em 24 horas, e decai com o tempo.

Levando em consideragdo estas propriedades do CD40, estudos tém sido
realizados demonstrando seu papel na infeccdo por patégenos intraceluiares.
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Dados da literatura demonstraram que camundongos resistentes ,infectados com
Leishmania e deficientes em CD40 ou CD40L ndo produziam [FN-+y e IL-12
(CAMPBELL et al, 1996). Em camundongos susceptiveis infectados com L. major,
o bloqueio da interagdo CD40-CD40L com anti-CD40L levou a uma protegao por
aumento de IL-12 ou IFN-y (FERLIN et al, 1998). Partindo destes modelos
murinos, Brodskyn et al, (2001), mostraram que CD40 e CD86 tinham papel
essencial no inicio da ativagdo de linfocitos T anti — Leishmania in vitro pois 0
bloqueio de CD40 e CD86 diminuia significantemente a producéo de IFN-y, IL-12 e

IL-5 apos estimulo por macréfagos autélogos infectados com L. major.

2 JUSTIFICATIVA

Dados anteriormente expostos demonstram que as moléculas
coestimulatérias tém papel essencial no padrdo de resisténcia ou susceptibilidade
no modelo murino de leishmaniose e que varios destes achados correlaciona-se
com resultados obtidos usando células mononucleares de sangue periférico
humano infectadas experimentalmente com Leishmania. Desta forma, torna-se
relevante o estudo do bloqueio / estimulo de duas destas vias (CD40-CD40L e
CD28/CTLA4-B7), utilizando células mononucleares do sangue periférico de
pacientes com leishmaniose cutanea localizada em diferentes fases da doenga,
avaliando o padrdao de produgdo de citocinas e a caracterizagdo fenotipica de
linfécitos T apds cultura, visando um melhor entendimento da patogénese da

doencga no que diz respeito a imunorregulagao.

3 HIPOTESE
A interagdo das moleéculas CD28-B7 e CD40-CD40L esta envolvida na

resposta imune de pacientes com leishmaniose cutanea localizada interferindo na

produgéo de citocinas.
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4 OBJETIVOS
4 1GERAL

Estudar o papel das moléculas co-estimulatérias na imunomodulagdo da
leishmaniose humana utilizando células mononucleares do sangue periférico
(CMSP) de pacientes da area endémica de Jequié —BA.

4.2 ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito do bloqueio da interagdo CD28-B7, utilizando CTLA4
lg, via produgdo de citocinas por células de pacientes com
leishmaniose tegumentar estimuladas com antigeno solivel de
Leishmania (SLA).

2. Avaliar o efeito do bloqueio da interagdo CD40-CD40L, utilizando
anti-CD40L, via producgao de citocinas por células de pacientes com
leishmaniose tegumentar estimuladas com antigeno soliavel de
Leishmania (SLA).

3. Avaliar o perfil fenotipico das células dos pacientes com
leishmaniose tegumentar estimuladas com SLA na presenga ou
auséncia de CTLA4 Ig ou anti-CD40L.
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5 ABORDAGEM EXPERIMENTAL

Casos de leishmaniose tegumentar
diagnosticados em Jequié-BA

v

Coleta de sangue periférico

v

Obtenc&o de CMSP (Ficoll)

'

Cultura de células c/ SLA

+

aCDA40L ou CTLA4

l

l

Marcac&o de linfécitos pds-cultura

Coleta do sobrenadante e
dosagem de citocinas por
ELISA

'

18h (TGF-B)
24h (TNF-a e IL-12)
48h (IL-10)
96h (IFN-y)

(48h)
1.CD8-FITC+ CTLA4-PE+CD4-Cy
2.CD25-FITC+CD8-PE+CD4-Cy

!

Aquisic&o no citdometro
de fluxo e analise pelo
programa Cell Quest
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5.1 LOCAL DOS ESTUDOS DE CAMPO

Os estudos de campo foram realizados no municipio de Jequié, na Bahia,
onde as leishmanioses s@o endémicas. Jequié situa-se no sudoeste do estado (a
13°52’ de latitude sul e 40°4’ de longitude oeste), distando cerca de 100km do
Oceano Atlantico e 380km de Salvador. O municipio apresenta uma area de 3.113
km?, com clima semi-arido, temperatura média de 24°C e indice pluviométrico de
500mm°/ano. Embora a caatinga seja a vegetagdo predominante, existem areas
de floresta tropical imida ou mata secundaria. Jequié € um centro urbano com
economias agropecuaria e industrial e conta com um Centro de Referéncia em
Doengas Endémicas (PIEJ), o qual atende a populagdo local e proveniente das
adjacéncias (Contendas do Sincora, Itagi e Jiquirica).

5.2 PERIODO DE COLETA DOS DADOS POPULACIONAIS

O periodo de coleta de dados populacionais e realizagdao dos experimentos
foi entre Marco de 2001 e Dezembro de 2002.

5.3 PACIENTES

A populagdo de leishmaniose tegumentar estudada constituiu de casos
ativos de leishmaniose tegumentar (LT) diagnosticados na area de Jequié e
regibes adjacentes. Os pacientes foram examinados no PIEJ por médicos
especializados e submetidos a testes no laboratério, visando o diagnéstico da
doenca. )

Foram realizadas coletas de sangue periférico apés assinatura do termo de
consentimento pelos pacientes e bidpsia das lesées para diagnostico

histopatolégico.
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5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram determinados como critérios de inclusdo exame clinico detectando
lesdo compativel com diagnéstico de leishmaniose cutdnea localizada,
intrademrmorreagdo de Montenegro positiva, visualizagdo de formas amastigotas na
analise histopatolégica da lesdo e résposta ao tratamento com Glucantime® ,
20mg Sb**/ kg/ dia durante 20 dias. O tempo de cura foi considerado o intervalo
em dias compreendido entre a observagido da lesdo e cicatrizagcdo total desta.
Para fazer parte do grupo de estudo o paciente apresentou no minimo dois dos

critérios de inclusdo anteriormente descritos.

5.5 CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO

Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram obtidas por
separagdo em gradiente de Ficoll (Histopaque 1077 Sigma). O sangue dilufdo
(1:2) foi adicionado lentamente de modo que a camada de Ficoll ficasse abaixo da
camada de sangue. Centrifugou-se a 1500 rpm durante trinta minutos a
temperatura ambiente. O plasma foi retirado e a camada de CMSP coletada. Esta
foi lavada trés vezes com solugd@o salina estéril, a 4°C para retirada do Ficoll
residual. As células foram ressuspendidas em solugdo salina ou meio de cultura e
realizou-se a contagem de células. Diluiu-se em solugdo de Turk para células
frescas e em Trypan Blue para verificar a viabilidade. Realizou-se a contagem em

cdmara de Neubauer.
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5.6 CULTURA DE CELULAS PARA PRODUGAO DE CITOCINAS

Ap6s a contagem das células, ajustou-se a sua concentragdo para
5 x 10° /mi e ressuspendeu-se em meio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY)
suplementado com penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100ug/mi ) e L-glutamina
(2mM) (Gibco, Grand Island, NY) ,10% de soro AB humano (Sigma), denominado
meio completo, e as condigcbes experimentais foram realizadas em triplicata. As
células foram reestimuladas in vitro com 10 pg/ml de antigeno solivel de
L. amazonensis (MHOM/BR/86/BA125). Os sobrenadantes foram coletados 24,
48 e 96 horas ap6s o inicio da cultura e conservados a —20°c até o momento do

uso.

5.7 CONCENTRAGAO DOS ANTICORPOS

Nas culturas de CMSPs de pacientes com leishmaniose tegumentar , o
CTLAA4 Ig, que € uma proteina dimérica de fusdo de 110kd, compreendida por um
dominio extracelular do CTLA4 de 125 aminoacidos e a por¢gdo Fc murina da
IgG2a, foi utilizado na concentragio de 5 pg/ml (0.5 mg/mi  CD152 Ig purificado -
Ancell) para bloquear a interagdo CD28-B7. O anticorpo anti-CD40L humano (0.5
mg/ml anti CD154 humano purificado monoclonal, Pharmingen) constituido de
uma IgG1, foi utilizado na concentragd&o de 10 pg/mi para bloqueio da interagéo
CD40-CD40L (BRODSKYN et al, 2001). Anticorpos com isotipo igual aos daqueles
utilizados nas condiges experimentais, ndo relacionados, foram utilizados como
controles has mesmas concentragdes. Para o controle de anti-CD40L utilizou-se
uma IgG1 de camundongo (Pharmingen). No caso do CTLA4, utilizou-se uma
IgG2a (Phammingen), pois esta se constitui de parte da proteina de fusdo CTLA4

Ig.

35



5.8 DOSAGEM DE CITOCINAS

As citocinas foram dosadas nos sobrenadantes por ensaio imuno
enzimatico (ELISA) de acordo com as instrugdes do fabricante (Pharmingen, San
Diego, CA). A placa (Nunc-immuno Plate MaxiSorp surface, Nalgene Nunc Int,
Roskilde, Dinamarca ) foi sensibilizada com o anticorpo de captura anti citocina
humana durante a noite a 4°C. O anticorpo de captura foi removido e a placa foi
bloqueada com PBS/albumina bovina 0,01% e soro bovino fetal 10% pbr duas
horas a temperatura ambiente. As placas foram lavadas trés vezes com PBS /
Tween 0,05% e em seguida adicionou-se padrdes e amostras que sdo incubados
a temperatura ambiente por duas horas. A placa foi lavada novamente trés vezes
e adicionou-se o anticorpo anti citocina humana biotinilado. Apés incubar uma
hora a temperatura ambiente e lavar a placa quatro vezes o conjugado foi
adicionado e a placa foi incubada por trinta minutos a temperatura ambiente. Apés
lavar a placa cinco vezes, adicionou-se o substrato (3, 3', 5, 5'-tetrametilbenzidina
+ H,0, + dimetilsulféxido) e a placa foi incubada a temperatura ambiente para
desenvolvimento de cor. A reacdo foi parada por adigdo de H,SO4 (8N). A
densidade otica foi lida no comprimento de onda 450nm e os valores foram
convertidos em pg/ml baseando-se na curva padrao (Soft Max Pro 3.0 Molecular
Devices Corporation Sunnyvale, CA).

5.9 EXPERIMENTO CONTROLE COM TOXOIDE TETANICO

Células mononucleares do sangue periférico de doadores sadios
imunizados foram reestimuladas in vitro com toxéide tetanico (5 LF/ml). A cultura
foi realizada nas mesmas condicdes experimentais descritas para as células dos
pacientes, na presenga de CTLA4 Ig. O sobrenadante foi coletado para posterior
dosagem de citocinas por ELISA, como descrito anteriormente.
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5.10 ANALISE FENOTIPICA

No segundo dia de cultura (48h) as células ndo aderentes (linfécitos) foram
coletadas para caracterizagao fenotipica por citometria de fluxo. Analisaram-se as
populagées CD4" e CD8" quanto a dois marcadores de ativagdo, CD25 e CTLA4.
Apods lavagens consecutivas com salina, as células foram bloqueadas com PBS
1% albumina bovina, azida 0.1% e soro bovinc fetal a 20%. Em seguida foi

realizada a marcagdo tripla com anticorpos especificos marcados com

fluorocromos:
1. Anti-CD8 - FITC (isotiocianato de fluoresceina), anti-CTLA4- PE
(ficoeritrina) e anti CD4 — Cy (cychrome), (Pharmingen)
2. Anti-CD25- FITC (isotiocianato de fluoresceina), antirCD8 PE

(ficoeritrina) e anti CD4 Cy (cychrome) (Pharmingen)

Apés uma hora de incubagédo, as amostras foram adquiridas utilizando o
aparelho FACSort (Becton Dickinson Imunocytometry Systems, San Jose, CA,
EUA). Apds aquisi¢ao, os resultados foram analisados utilizando o programa Cell
Quest (Becton Dickinson Imunocytometry Systems, San Jose, CA, EUA).

5.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o programa Graphpad-Prism 3.0
(GraphPad Software, San Diego, CA-USA). Os valores obtidos na dosagem de
citocinas e as freqiiéncias celulares obtidas por citometria de fluxo foram
comparados utilizando o teste ndo paramétrico e pareado de Wilcoxon. Os valores
com p< 0,05 foram considerados significativos. Nos resultados estardao
representados os valores das medianas obtidas em cada condigdo experimental.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS DO GRUPO DE ESTUDO

Os pacientes que fizeram parte do grupo de estudo apresentaram, no
minimo dois dos critérios de inclusdo estabelecidos.

O grupo de estudo estd constituido de um total de 35 pacientes,
apresentando uma idade média de 27 anos (27 + 18) variando de um minimo de 5
e um maximo de 61 anos, sendo que 19 tinham idade maior ou igual ha 20 anos
(54,3%) e 16 tinham idade menor que 20 anos (45,7%). O grupo €& constituido de
21 pacientes do sexo masculino (60%) e 14 pacientes do sexo feminino (40%).

Quanto as caracteristicas clinicas dos pacientes, observou-se que
31(88,5%) apresentaram teste cutdneo de Montenegro positivo, enquanto que
apenas 1 paciente (2,8%) apresentou o teste negativo. O teste nado foi realizado
em 8 pacientes (22,8%). No que diz respeito a linfadenopatia regional, 18 (34,3%)
relataram n&o ter ocorrido, enquanto que 21 (60%) relataram linfadenopatia. Do
total de pacientes, 2 (5,7%) ndo souberam informar se houve linfadenopatia.
Quanto a duragao da lesao no momento do atendimento, a média foi de 55 dias
(65 + 38,6) apresentando um minimo de 15 e um maximo de 150 dias. Ainda
referente a duragao da lesdo, 19 (64,3%) apresentaram dura¢ao da lesdo menor
que 60 dias enquanto que 16 (45,7%) apresentaram duragdo da lesdo maior ou
igual a 60 dias. O didametro médio da lesdo apresentada pelo grupo foi de 3,3 cm
(3,3 £ 2,2), com um minimo de 1mm e maximo de 10 mm. Do total de pacientes,
nove (25,7%) nao retornaram ao ambulatério ap6s o tratamento. Dentre aqueles
que retomaram, todos apresentaram cura com cicatrizagdo da lesao, tendo um
temp;o de cura médio de 74 dias (74 + 40,7), com um minimo de 20 e um maximo
de 180 dias. A histopatologia das lesbes foi realizada em 30 pacientes, em 13
(38,2%) foram visualizadas amastigotas na analise histopatologica, enquanto que
em 16 (47%) nao se visualizou amastigotas nas bidpsias das lesées. Cinco

pacientes (14,8%) nao tiveram bi6psia realizada.
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TABELA | - Caracteristicas clinicas dos pacientes com leishmaniose cutanea

localizada

Caracteristica Valores
Idade (anos) 27+ 18
Minima - maxima 5-61

Sexo feminino 14(40%)
Sexo masculino 21 (60%)
Idade da lesdo no momento do atendimento (dias) 55 + 38,6
> 60 dias 19 (54,3%)
< 60 dias 16 (45,7%)
Tamanho da lesdo (cm) 33+22
Minimo e maximo 1-10
Linfadenopatia regional

Sim 21 (60%)
Nao 18 (34,3%)
Nao soube informar 2 (5,7%)
Teste de Montenegro

Positivo 31(88,5%)
Negativo 1(2,8%)
Nao realizado 8 (22,8%)
Diagnéstico histopatolégico de leishmaniose cutdnea

Positivo 13 (38,2%)
Negativo 16 (47%)
Nao realizado- 5 (14,8%)
Tempo de cura (dias) 74 + 40,7
Minimo e maximo 20-180
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6.2 PRODUGAO DE CITOCINAS

6.2.1 Bloqueio da interagdo CD40-CD40L

As CMSP de pacientes com leishmaniose tegumentar localizada foram
estimuladas com 10 ug/mi de SLA e a interagdo CD40-CD40L foi bloqueada pelo
uso de anti-CD40L (10 pg/ml ). Verificou-se ndo haver alteragédo significativa na
produgdo de TNF-a,IL-10 e IFN-y nos sobrenadantes de CMSP de pacientes
quando adicionou-se anti-CD40L (10 ug/ml) as culturas estimuldas com antigeno
de Leishmania.

Quando avaliamos a produgdo de TNF-a por CMSP de pacientes com
leishmaniose tegumentar, o valor obtido nos sobrenadantes das culturas foi de
239,3 pg/ml quando as células foram estimuladas apenas com SLA e 120,6 pg/ml
quando utilizou-se concomitantemente SLA e anti-CD40L nas culturas, sendo esta
diferenga nao estatisticamente significativa ( p= 0,3344).FIGURA1AeB

Em alguns casos, a produgdo de IL-10 nos sobrenadantes das culturas
estimuladas com SLA ficou abaixo do nivel de detecgdo minimo do teste (15
pg/mi). Por este motivo os dados foram representados e analisados excluindo-se
estes que ficam baixo dos niveis de detecgao do teste.

Os resultados com anticorpos isotipos controle também nao apresentaram

diferengas significativas na produgéo das citocinas estudadas.
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Figura 1 - Produgdo de TNFa por CMSP de pacientes com leishmaniose cutanea

localizada, estimuladas com SLA (10ug/ml) na presenca de anti-CD40L (10ug/mi)
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O bloqueio da via CD40-CD40L ndo surtiu efeito significativo mesmo
quando se dividia o grupo entre pacientes com mais e menos de sessenta dias de
lesdo. No grupo com lesdo mais recente ( menos de sessenta dias) a produgao de
TNF-a frente ao estimulo com SLA foi de 232,5 pg/ml e na presenga de anti-
CD40L de 163,5 pg/mi (p= 0,4268). FIGURA 2 (A e B)

Por sua vez, o grupo de pacientes com lesdo mais tardia ( mais de
sessenta dias de lesdo) apresentou uma dosagem de TNF-a de 386,4 pg/ml
quando estimuladas com SLA e de 102,3 pg/ml na presenga de anti-CD40L
(p= 0,3894). FIGURA 2 (C e D)

42



A 2250 B

2250 20004
2000- . 1750- \
1750 — 1500+
= 1500 E 800~
E 8001 % 700 \
2 700y . S 600
3 1 w
w500~ - E 4%]
Z 400+ aa 300
300 1
j ]
I TOL . 200
200 —h 100 — ey
108‘ l.:- A:‘ 0
SLA +aCD40L SLA +aCD40L
p=0,4258
2000 Cc 2000~
t J
~ A —
1500 - “é‘
) R 2
" 1000 - 3 1000
- w
- 2
500+ - .:: "
- " %;__.
01— Pagum  AALaaad 0

p=0,3894

Figura 2 - Produgao de TNF-a por CMSP de pacientes com menos de sessenta
dias de lesdo (A, B) com mais de sessenta dias de leséo ( C, D) estimuladas com
SLA (10ug/ml) na presenga de anti-CD40L (10ug/mil)
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Quanto a produgdo de IL-10 nos sobrenadantes das culturas, observou-se
que o estimulo com SLA resultou em concentragbes indetectaveis de IL-10 nos
sobrenadantes das culturas de CMSP em nove pacientes. (abaixo do limite de
minimo de detecgdo do teste). Dentre aqueles com IL-10 detectavel, a produgao
foi de 62,48 pg/ml quando estimuladas apenas com SLA e 38,06 pg/ml na
presenga de anti-CD40L ( p= 0,4131) FIGURA 3 (A, B)
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Figura 3 - Produgdo de IL-10 por CMSP de pacientes com lkeishmaniose cutidnea

localizada, estimuladas com SLA (10ug/ml) na presenga de anti-CD40L (10ug/mil)
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Estudando a resposta quando a produgdo de IL-10 em pacientes com lesdo
recente e tardia, ndo se verifica uma diferenga significativa pelo bloqueio da via
CD40-CD40L. No grupo com menos de sessenta dias de lesdo a produgao foi de
62,08 pg/ml frente ao estimulo com SLA, enquanto na presenga de anti-CD40L a
producgdo foi de 45,19 pg/mi (p=0,8125). FIGURA 4 (A, B)

Ja no grupo com mais de sessenta dias de lesdo a produgdo de IL-10 foi de
64,61 pg/ml e na presenga de anti-CD40L a producao foi de 19,03 pg/ml, sendo
esta diferen¢a nao significativa. (p= 0,2500) FIGURA 4 (C, D)
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IFN y (pg/mi)

Dando continuidade ao estudo da produgao de citocinas, verificou-se o efeito
do bloqueio da via CD40-CD40L na produgdo de IFN-y . Quando as células dos
pacientes foram reestimuladas somente com SLA a produg&o foi de 1986 pg/ml e

na presenga de anti-CD40L 1825 pg/ml (p= 0,0842)

FIGURA 5 (A, B)
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Figura 5 - Produgdo de IFN-y por CMSP de pacientes com leishmaniose cutanea
localizada, estimuladas com SLA (10ug/ml) na presencga de anti-CD40L (10ug/ml)
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Ainda quanto a produgdo de IFN-y, os grupos foram novamente separados e
avaliados. O grupo de pacientes com lesdo mais recente apresentou uma
produgdo de 1546 pg/mi quando estimuladas com SLA e 1270 pg/ml na presenga
de anti-CD40L (p=0,8203). FIGURA 6 (A, B)

O grupo de pacientes com doenga mais tardia apresentou uma produgao de
2180 pg/ml quando estimuladas somente com SLA e de 2023 pg/mi na presenga
de anti-CD40L (p= 0,1189). FIGURA 6 (C, D)
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Figura 6 - Produgdo de IFN-y por CMSP de pacientes com menos de sessenta

dias de lesado (A, B) com mais de sessenta dias de lesdo ( C, D) estimuladas com
SLA (10ug/ml) na presenga de anti-CD40L (10pg/mil)
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6.2.2 Bloqueio da interagdo CD28-B7

As CMSP de pacientes com leishmaniose tegumentar estimuladas com SLA
também foram submetidas ao bloqueio de interagdo CD28-B7 via CTLA4 Ig. A
produgdo de citocinas ndo foi alterada pelo uso do anticorpo isotipo controle
utilizado na mesma concentragdo. Dentre o total de sobrenadantes avaliados, dois
apresentaram quantidade de TNF-a inferior ao nivel de deteccdo do teste
( abaixo de 15 pg/mi) e foram excluidos da analise.Quanto ao TNF-a, verificou-se
uma diminuigdo significativa na secre¢do desta citocina avaliada no sobrenadante
das culturas de CMSP de pacientes com leishmaniose tegumentar de 271,8 pg/ml
para 37 pg/ml quando CTLA4 Ig foi utilizado para bloquear a interagido CD28-B7
(p= 0,0003).

FIGURA 7 (A, B)
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Figura 7 - Produgao de TNF-a por CMSP de pacientes com leishmaniose cutdnea

localizada, estimuladas com SLA (10ug/ml) na presenga de CTLA4 Ig (Sug/ml)

51



Ao separarem-se 0s dois grupos de pacientes, percebe-se que a diminui¢ao
é significativa somente no grupo de pacientes com menos de sessenta dias de
lesdo. Neste grupo a produgdo de TNF-a diminuiu de 231,2 pg/ml para 27,9 pg/ml
sendo estatisticamente significativa (p=0,0015). FIGURA 8 (A, B)

Por outro lado, o grupo de pacientes com lesdo mais tardia apresentou uma
producdo de 575,5 pg/mi e na presenga de CTLA4 Ig foi de 321,8 pg/ml, sendo
esta diferenga nao significativa (p=0,125). FIGURA 8 (C, D)
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O bloqueio da interagdo CD28-B7 via CTLA4 Ig também resultou em
redugdo significativa da produgdo de IL-10 por CMSP de pacientes com
leishmaniose tegumentar de 75,24 pg/mi para 9,11 pg/ml avaliando-se todos os
pacientes de forma conjunta. Vale ressaltar que em nove pacientes, os valores de
{L-10 nos sobrenadantes das culturas estimuladas com SLA encontraram-se
abaixo do limite minimo de detecgdo do teste utilizado (15 pg/ml) e foram
excluidos da analise. A figura abaixo mostra os resultados de IL-10 quando
aplicamos os testes estatisticos, naqueles cujos valores obtidos frente ao estimulo
com SLA foram acima do nivel de detecgdo do teste. FIGURA 9 (A, B)
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Figura 9 - Producgdo de I1L-10 por CMSP de pacientes com leishmaniose cutanea

localizada, estimuladas com SLA (10ug/ml) na presenga de CTLA4 Ig (Sug/mi)
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Partindo-se para a avaliagdo dos grupos quanto ao tempo de lesao, verifica-
se que a diminuigao foi significativa apenas no grupo de pacientes com tempo de
lesdo inferior a sessenta dias onde a produgdo de IL-10 diminuiu de 68,66 pg/mi
para 6,4 pg/mil (p= 0,0313). FIGURA 10 (A, B)

Por outro lado, o grupo com lesdo tardia ndo apresentou diferengas
significativas, sendo a produgao de IL-10 44,2 pg/ml frente ao estimulo com SLA e
de 34,85 pg/ml na presenga de CTLA4 Ig (p=0,2500). FIGURA 10 (C, D)

55



150 150-
. ~
= E 100
Ew :
e . =
= . = 50
= 504
" A
. 0
. ___;:___ SLA +CTLA4
SLA +CTLA4
*p=0,0313
C D
100
90
= 75 ’ j
= 751 = 75
E A % n\q
g 2 60
= — sel
- —_— =
25 . 30
154
0 - 0
SLA +CTLA4 SLA +CTLA4
p=0,2500

Figura 10 - Produgdo de IL-10 por CMSP de pacientes com com menos de

sessenta dias de lesdo (A, B) com mais de sessenta dias de lesdo ( C, D),

estimuladas com SLA (10ug/ml) na presenca de CTLA4 Ig (5ug/ml)
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A producgio de IFN-y apresentou diminuicdo em seus niveis quando as

CMSP de pacientes com leishmaniose tegumentar foram reestimuladas in vitro . A

avaliagdo de todos os pacientes obteve uma produgdo de IFN-y de 1966 pg/mi

quando estimuladas com SLA e de 1262 pg/ml na presenga de CTLA4 Ig (

p=0,0023). FIGURA 11 (A, B)
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Figura 11 - Produgido de IFN-y por CMSP de pacientes com leishmaniose cutanea

localizada, estimuladas com SLA (10ug/ml) na presenga de CTLA4 Ig (5pg/mi)
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Este efeito também ocorreu no grupo de pacientes com menos de sessenta
dias de lesdo. Neste grupo observou-se uma diminuigdo de 1738 pg/ml quando
CMSP foram estimuladas com SLA para 874,2 pg/ml com o uso de CTLA4 Ig.
FIGURA 12 (A, B)

No grupo de pacientes com mais de sessenta dias de lesdo, a produgédo
frente ao estimulo com SLA foi de 2061 pg/mi e na presenga de CTLA4 foi de
1716 pg/ml (p=0,0625). Apesar da diminuigcdo, esta ndo foi estatisticamente
significativa.

FIGURA 12 (C, D)
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Figura 12 - Produgdo de IFN-y por CMSP de pacientes com com menos de

sessenta dias de lesdo (A, B) com mais de sessenta dias de lesdo ( C, D),

estimuladas com SLA (10ug/mi) na presenca de CTLA4 Ig (5ug/mil).

59



6.2.3 Correlagao entre redugdo da produgdo de IFN-y e de TNF-a pelo bloqueio de
CD28-B7.

Quando o CTLA4 Ig foi utilizado para bloquear a interagdo CD28-B7 verificou-se
que as redugdes de IFN-ye TNF-a eram concomitantes. Aqueles pacientes em
que se observava uma diminuicdo na produgio de IFN-y também apresentavam
uma reducdao de TNF-a nos sobrenadantes. Este resultado é demonstrado por

uma correlagao positiva entre a porcentagem da redugéo do IFN-y e do TNF-a.

100+
&
= 75
-
(o]
>
S 50
ke
Q
[ ™
X 254
0 1= T | 1
0 25 50 75 100

% redugdo IFNy

Figura 13 - Comrelagdo positiva entre a porcentagem de reducdo de IFN-y e
porcentagem de redugdo de TNF-a quando a interagdo CD28-B7 foi bloqueada
via CTLA4 Ig (5ug/mi)
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6.2.4 Producdo de IL-12

J& que a produgdo de IFN-y parece estar relacionada com a produgédo de
IL-12, verificou-se a produgio desta citocina nos sobrenadantes das culturas. Ao
bloquear a via CD28-B7 pela utilizagdo da molécula de CTLA4 Ig, houve também
uma diminuigdo na produgdo desta citocina naqueles sobrenadantes com IL-12
detectavel. Quando as CMSP foram estimuladas apenas com SLA, a produgéo de
IL-12 foi de 40,21 pg/mi e esta produgdo caiu para 16,44 pg/ml por utilizagéo de
CTLAA4 g, porém, esta diferenga nao foi estatisticamente significativa. FIGURA 14
(A, B)

De um total de vinte e um pacientes que tiveram IL-12 testada nos
sobrenadantes, apenas sete apresentaram esta citocina detectavel. Deste, quatro
(57%) apresentavam menos de sessenta dias de leséo e trés (43%) apresentavam

sessenta dias ou mais de leséo.
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Figura 14 — Producéao de IL-12 por CMSP de pacientes com leishmaniose cutanea
localizada, estimuladas com SLA (10ug/ml) na presenca de CTLA4 Ig (5ug/mi)
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6.2.5 Produgao de TGF-

Apds verificar-se uma diminuigdo das citocinas IFN-y, IL-10 e TNF-a, avaliou-se a
possibilidade do envolvimento do TGF-3 nesta modulagédo generalizada quando a
interagdo CD28-B7 foi bloqueada via CTLA4 Ig. De 12 sobrenadantes testados,
TGF-B foi detectavel em apenas quatro. Quando as CMSP de pacientes eram
estimuladas somente com 10ug/ml de SLA a produgado de TGF- era muito baixa,
gerando uma mediana de 2,3 pg/ml. Por outro lado, quando se utilizava o CTLA4

lg 5pg/ml soluvel, esta produgdo aumentava para 21,3 pg/ml.
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6.2.6 Teste com toxéide tetanico

Tendo como objetivo a confimagéo de que os resultados encontrados pelo
bloqueio de CD28-B7, via utilizagdo de CTLAA4 lg, sdo especificos ao antigeno
solavel de Leishmania, foi realizado um teste com toxdide tetanico (TT). CMSP
de quatro doadores imunizados foram obtidas por gradiente de Ficoll,
reestimuladas in vitro com 5 LF/ml e os sobrenadantes foram coletados apéds
24, 48 e 96 horas de cultura para dosagem de TNF-o,lL-10 e
IFN-y, respectivamente, por ELISA. Os resuftados obtidos demonstraram que a
utilizagdo de CTLA4 Ig ndo levou a uma diminuigédo significativa das citocinas
mencionadas. A producdo de {FN-y foi de 795 pg/ml quando estimuladas
apenas com TT e de 623,5 pg/mi na presenga de CTLA4 Ig. (p=0,125)

FIGURA 15
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Figura 15 Produgéo de IFN-y por CMSP de doadores reestimuladas in vifro com 5

LF/m! de toxodide tetanico.
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Quanto a produgéo de IL-10, o estimulo com TT levou a uma produgéo de
441,5 pg/mi enquanto que a presenga de CTLA4 Ig levou a uma produgédo de

419 pg/ml (p=0,8750)
FIGURA 16
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Figura 16 Producao de IL-10 por CMSP de doadores reestimuladas in vitro com

5 LF/ml de toxoide tetanico.
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Quanto & produgéo de TNF-a , frente ao estimulo somente do TT a produgéo
foi de 643,5 pg/ml e na presenga de CTLA Ig de 472,5 pg/mi (p=0,1250)
FIGURA 17
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Figura 17 Produgdo de TNF-a por CMSP de doadores reestimuladas in vifro com
5 LF/mi de toxéide tetanico
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6.3 Analise fenotipica por citometria de fluxo

As CMSP de um total de dez pacientes, escolhidos aleatoriamente (cinco
com lesdo recente e cinco com lesdo tardia), apés reestimulagao in vitro foram
analisadas fenotipicamente ap6s 48 horas de cultura. Analisaram-se as
populagdes CD4" e CD8" quanto a dois marcadores de ativagdo, CD25 e CTLA4.
A figura 18 demonstra um gréfico “dot plot” gerado no citdmetro de fluxo. Apos
marcagdo tripla, o quadrante superior direito foi analisado, representando a
populagdo com dupla marcagdo, que & a populagdo de interesse. A figura 18 (A)
demonstra no quadrante superior direito, a populagéo de células T (janela R1) com
dupla marcagao para CD4'CD25" totalizando 13,75% e em (B) a populagao de
células T (janela R2) com dupla marcagao para CD8'CD25" totalizando 0,53%.
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Figura 18 — “Dot plot” representativo gerado por citometria de fluxo.(A) Populagao

de células T (janela R1), mostrando dupla marcagdo para CD4'CD25" e (B)

Populagédo de células T (janela R2), mostrando dupla marcagédo para CD8*CD25"

67



As populagdes de células T CD4" e T CD8" ndo demonstraram alteragéo
significativa na express@o de CTLA4 de superficie nem na expressdo de CD25
quando a via CD28-B7 foi bloqueada pela utilizagdo do CTLA4 Ig. O mesmo
resultado foi encontrado quando a via CD40-CD40L foi bloqueada pelo uso de

anti-CD40L.

154
» ——Imeio
> il = SLA
B 10- £ST SLA+ CTLA4
8 b =3 SLA+aCD40L
= |
@ s{[|@N|
o
2
NI
0 ‘)\
RN
N
S$

Figura 19 - Anadlise por citometria de fluxo da popula¢do celular gerada apés

reestimulacédo in vifro de CMSP de pacientes com SLA (10ug/ml), na presenga de

CTLA4Ig (5ug/ml) e anti CD40L (10pg/mi)
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7 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo verificar a contribuicdo de mokculas
coestimulatérias na imunomodulagdo da leishmaniose cutdnea localizada.

As células T tém papel essencial no inicio e na regulagdo da resposta
imune a antigeno. Ja estd bem estabelecido que além do primeiro sinal, o
reconhecimento do antigeno associado a molécula do MHC, um segundo sinal
necessario para o desenvolvimento de uma resposta imune eficiente. Este
segundo sinal é gerado pelas moléculas coestimulatérias presentes na superficie
das células apresentadoras de antigeno. Quando as células T reconhecem o
antigeno na auséncia de co-estimulagdo, ndo se tornam completamente ativadas,
proliferando pouco e tendo sua capacidade de secretar citocinas reduzida. A
auséncia de co-estimulagdo no momento da apresentagdo do antigeno pode
induzir um estado ndo responsivo denominado de anergia. A expressdo destas
moléculas ocorre de forma regulada promovendo uma ativagdo apropriada das
células T.

A via CD28-B7 representa a mais importante dentre as diversas vias co-
estimulatorias. Ao lado de CD28-B7, a via CD40-CD40L também desempenha
papel relevante na ativagdo apropriada de células T. Dados na literatura apontam
relevancia destas moléculas em modelos experimentais de leishmaniose, além de
outras doengas. Portanto, os objetivos deste trabalho consistem em verificar se o
bloqueio destas vias implicaria em alteragdes no perfil da resposta imune de
pacientes com leishmaniose cutanea localizada.

Para desenvolver o objetivo proposto, utilizou-se uma abordagem
experimental baseada no estudo in vitro de células mononucleares do sangue
périférico (CMSP) de pacientes com a forma cutanea localizada da doen¢a. Estas
células foram estimuladas com antigeno solivel de Leishmania (SLA) na presenca
de CTLA4 Ig (para bloqueio da via CD28-B7) ou de anti-CD40L (para bloqueio da
via CD40-CD40L). Estudou-se o padrdo de producdo de citocinas bem como o
padrao fenotipico celular gerado apés estimulo in vifro e os respectivos bloqueios

anteriormente citados.
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Os resultados encontrados demonstram que a interagdo CD40-CD40L néo
foi essencial na imunomodulagdo das citocinas TNF-a, IL-10 e IFN-y dentro da
abordagem experimental in vitro utilizando CMSP de pacientes com leishmaniose
cutdnea localizada. Por outro lado, quando a interagdo CD28-B7 foi bloqueada
pela utilizagao da molécula CTLA4 Ig, verificou-se uma diminui¢ao significativa das
citocinas TNF-a, IL-10 e IFN-y. Visando um melhor esclarecimento, decidiu-se
- verificar outras citocinas que poderiam estar envolvidas também nesta
imunomodulagdo. Para tanto, verificou-se também o que estaria acontecendo
com a produgdo de IL-12 e TGF-B. Avaliando os sobrenadantes, apenas seis
pacientes apresentaram células secretando IL-12 detectavel, e nestes o bloqueio
da via CD28-B7 levou a uma diminuigdo niao significativa da produgao de IL-12.
Verificou-se uma aumento na produg¢do de TGF-p ativo em alguns dos
sobrenadantes, cuja produgdo das citocinas IL-10, IL-12, TNF-ae
IFN - foi diminuida pelo bloqueio de CD28-B7.

Dados na literatura demonstram a importdncia da co-estimulagdo em
diversos modelos experimentais. Zhou & Seder (1998) utilizando um modelo
murino de infecgdo por Histoplasma capsulatum, verificaram que camundongos
deficientes em CD40L nao apresentavam aumento de mortalidade ou carga
fungica. Além disso, a expressao de RNAm para I1L-12, IFN-y, TNF-a.e NO eram
similares entre camundongos deficientes em CD40L e camundongos selvagens.
Quando os camundongos deficientes eram tratados com anti- IFN-y, havia
aumento da mortalidade e carga fungica, demonstrando que havia uma via
independente de CD40L para producdo de IFN-y. Este dado & bastante
interessante por se tratar de um modelo de doenga semelhante a leishmaniose, no
qual a resposta protetora € Th1, gerada pela produgao de IFN-y mediada por IL-
12.

Ja no modelo murino de lipus eritematoso sistémico, no qual a resposta
Th2 é protetora, uma terapia combinada de CTLA4lg a anti CD40 resultou numa
disfungdo renal mais tardia, diminuicdo na freqiiéncia de células B produtoras de
anticorpos anti-DNA, uma inibigdo parcial de mudanga de classe de isotipo e
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inibicdo da ativagao de células T, demonstrando a importancia destas duas vias na
imunopatogénese do lipus (WANG et al, 2002). Assim, parece que o bloqueio da
interagdo CD40-CD40L interfere com respostas do tipo Th1 e Th2.

Villegas et al, (2000) verificaram que camundongos deficientes em IL-10
infectados com Toxoplasma gondii ndo apresentavam alteragdes na expresséo de
B7 e CD40 em APC. Por outro lado, o bloqueio simultdneo destas moléculas
protegia os camundongos por diminuir a produgao de IFN-y e iNOS, minimizando a
inflamagdo e permitindo aos camundongos sobreviverem a fase aguda da
doenga. O mesmo grupo (WILLE et al, 2002) aprofundou seus estudos e verificou
que camundongos deficientes em IL-10 tratados somente com anti IL-12 n&o
apresentavam diminuigdo nos niveis séricos de IFN-y. Porém, se CTLA4 Ig fosse
utilizado concomitantemente a anti-IL-12, havia um aumento da sobrevivéncia e
uma diminuicdo no IFN-y sistémico. Esta resposta também foi verificada quando
as células foram reestimuladas in vitro. Portanto, na auséncia de 1L-10, IL-12 nao
é necessaria para o produg¢ao de IFN-y. Por outro lado, quando a interagdo CD40-
CD40L era bloqueada com anti-CD40L, o efeito neste modelo era diferente. Os
camundongos deficientes em IL-10 ndo apresentavam alteragdées na producdo de
IFN-y, mesmo quando utilizava-se simultaneamente anti 1L.-12 e anti-CD40L por
volta do sétimo dia pds infecgdo. Portanto, a produgdo de IFN-y nao requer
sinalizagdo via CD40-CD40L nem via IL-12 uma vez que a resposta imune ja
tenha sido iniciada. Conclui-se, portanto, que no modelo descrito neste trabalho, a
interagcdo CD28-B7 €& suficiente para manter os niveis de IFN-yde forma
independente de CD40-CD40L e de IL-12.

Os resultados encontrados com CMSP de pacientes com leishmaniose
cutanea localizada, demonstram que o bloqueio da interagdo CD28-B7 levou a
uma modulagado negativa geral, levando a uma diminui¢do das citocinas 1L-10, IL-
12, TNF-a e IFN-y. Porém, ndo houve altera¢des significativas quando a interagdo
CD40-CD40L foi bloqueada pela utilizagédo de anti-CD40L.

Por outro lado, verificou-se que o nivel de expressdo de CD40 e CD40L em
lesGes de pacientes causadas por Mycobacterium leprae se correlacionava com a
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resposta imune mediada por células. Lesdes tuberculdides expressavam mais
CD40 e CD40L do que lesées lepromatosas. CMSP de pacientes com a forma
tuberculéide proliferavam mais e tinham uma expressdao de CD40L aumentada
quando reestimuladas in vitro com antigeno especifico. J4& CMSP de pacientes
com forma lepromatosa apresentavam proliferagéo e expressdo de CD40L baixas.
A produgdo de IL-12 por CMSP de pacientes com a forma tuberculdide era
parcialmente dependente de CD40-CD40L, porém, a produgéo desta citocina era
CD40-CD40L independente em pacientes com a forma lepromatosa da doenga.
(YAMAUCHI et al, 2000)

A via coestimulatéria CD40-CD40L também tem sido bastante estudada em
relagdo a leishmaniose. A maior parte dos trabalhos foi desenvolvida utilizando
modelos experimentais murinos da doenga. Utilizando um modelo de infec¢édo por
L. major, Ferlin et al (1998), observaram que camundongos BALB/c tratados in
vivo com anti-CD40L desenvolviam uma resposta protetora dependente de células
T e esta protegdo ocorria por aumento de IL-12 e IFN-y. Heinzel et al, (1998),
utilizando o modelo murino de infecgdo por L. major com a linhagem resistente
C57/BL6, concluiram que a interagdo CD40-CD40L era essencial para a cura, via
produgdo de IL-12. Os autores verificaram também que o tratamento com anti-
CD40L diminuia a produgdo de IFN-y dependente de IL-12, tanto na linhagem
susceptivel quanto na linhagem resistente. O mais interessante foi que a
freqiéncia de células CD40" produtoras de IL-12 nos camundongos susceptiveis
era significativamente menor. Mais recentemente Padigel & Farrel (2003), fizeram
uso de camundongos deficientes em CD40L e observaram que estes eram
capazes de produzir IL-12 suficiente para promover resisténcia a L. major, quando
a infecgdo era feita com baixas doses de parasitos. Esta observagdo levou a
conclusdo de que é possivel se desenvolver uma resposta protetora Th1
independente da ativagao via CD40. (PADIGEL & FARREL, 2003)

Estes dados demonstram que a interagdo CD40-CD40L pode ndo ser
essencial para a modulagdo da resposta em modelos murinos de leishmaniose.
Vale ressaltar que esta dependéncia ou ndo da co-estimulagdo CD40-CD40L esta

diretamente relacionada com o inicio da infecgdo. Este fato difere dos resuitados
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aqui demonstrados, pois além de fazermos uso de uma abordagem in vitro com
CMSP de pacientes, aborda a modulagdo da resposta em um momento onde a
doenga ja esta estabelecida.

O padrao de produgdo de citocinas por CMSP de pacientes com a forma
classica da leishmaniose cutanea localizada ja estd bem descrito na literatura.
Citocinas como o IFN-ye o TNF- q,sdo essenciais para o controle da
multiplicagdo do parasito ativando macréfagos de maneira autdcrina (como o
TNF-a) ou de forma dependente de células T, neste caso o IFN-y (MURRAY et
al, 1983). Por outro lado, estas citocinas também contribuem para a patogénese
da leishmaniose tegumentar quando produzidas de forma crénica ou intensa.
Confirmando este fato, Ribeiro-de-Jesus et al, (1998) verificaram que CMSPs de
pacientes com leishmaniose cutdnea mucosa, quando estimulados com
L. amazonensis, apresentam um aumento de IFN-y e TNF-a no sobrenadante da
cultura. Desta forma, o IFN-y estaria envolvido na patogénese da doenga por levar
a um aumento do TNF-o .(RIBEIRO-DE-JESUS et al, 1998). Na forma localizada
da doenga, sao detectados altos niveis destas citocinas nos sobrenadantes de
CMSP, porém, esta produgdo é ainda maior no caso se pacientes com
leishmaniose cutidneo mucosa. (BACELLAR et al, 2002).

Por outro lado, apesar da liberagdo destas citocinas pré-inflamatérias,
muitos parasitos permanecem intactos dentro dos macréfagos. Isto pode ser
devido a presenga de outras substancias que contrabalangam a agao do IFN-y,
como IL-4, IL-10 ou TGF-$, o qual tem sido demonstrado predominar em animais
susceptiveis (BARRAL-NETTO et al, 1992). Na situagdo aqui descrita, a produgéo
de citocinas com efeitos antagdnicos aos do IFN-y e TNF-o , como a IL-10 torna-
se importante, pois esta ir4 excercer uma atividade imunomodulatéria, atenuando
os fatores patogénicos da doenga cutanea.

Os resultados obtidos demonstram, tanto por dosagem de citocinas no
sobrenadante quanto pela caracterizag&o fenotipica celular, que a co-estimulagéo
CD40-CD40L nao é essencial para a resposta a infecgdo por Leishmania nesta
forma clinica da doenga humana. Isto ficou bem demonstrado na constatagédo de
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ndo haver diferenca significativa na produgdo de TNF-a, IL-10 e IFN-y quando a
interagdo CD40-CD40L foi bloqueada, via anti-CD40L, nos sobrenadantes das
culturas de CMSP estimuladas com SLA.

Estes dados tem relagdo com aqueles de Padigel & Farrell, (2003), que
demonstram que esta interagdo ndo é essencial ao desenvolvimento e modulagdo
de uma resposta Th1 na leishmaniose murina. Por outro lado, Brodskyn et al,
(2001) verificaram que o IFN-y sofria modulagado negativa, independente de iL-10,
quando anti-CD40L era utilizado no modelo de sensibilizagdo /in vitro de células
humanas por L. major. Deve-se ressaltar o fato da L. braziliensis ser o agente
etiolégico da leishmaniose cutanea localizada na area endémica aqui estudada.
Esta pode ser a causa da aparente contradicdo entre os dados aqui encontrados e
aqueles de Brodskyn et al (2001). Vale ressaltar que os resultados encontrados
por esses autores se referem a eventos iniciais da infecgdo enquanto que a
abordagem aqui descrita utiliza CMSP de pacientes com a doenca ja estabelecida.

Em alguns casos, os valores de 1L-10 encontrados nos sobrenadantes das
culturas de CMSP destes pacientes foram muito baixos (menor que 15 pg/ml)
dificultando a interpretagdo dos dados. Ajdary et al (2000) estudando pacientes
com leishmaniose tegumentar causada por L. major , demonstraram niveis de IL-
10 indetectaveis nos sobrenadantes das culturas de CMSP de pacientes com
leishmaniose tegumentar. (AJDARY et al, 2000)

Quanto a caracterizagédo fenotipica celular das populagées CD4" e CD8"
quanto aos marcadores de ativagdo avaliados (CD25 e CTLA4), esta parece
também ndo ter sofrido modulagdo pela via CD 40 - CD40L, pois ndo houve
diferenga significativa na freqiiéncia celular quando a via foi bloqueada com anti-
CD40L. Ap6s estimulo com SLA, na presenga de anti-CD40L, ndo houve
alteragdo no marcador de ativagdo celular precoce CD25 (receptor de IL-2) nem
na expressao de CTLA4 na superficie celular, tanto em CD4" quanto em CD8".

Elloso & Scott (1999), ao tratarem camundongos BALB/c e C3H infectados
com L. major com CTLAA4 Ig , verificaram que durante a reestimulagao in vitro
havia diminuigdo na produgdo de IL-4 e IFN-y no sobrenadante das culturas,

respectivamente. Além disso, observou-se também a diminuigdo na
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linfoproliferagdo e este efeito era predominantemente causado pelo bloqueio de
B7-2. Estes resultados demonstram que a interagdo CD-28/ B7-2 é essencial para
a resposta imune inicial a infecgdo por L. major, sendo esta dependente do nivel
de expressdo de B7-1 nas células apresentadoras de antigeno, Brodskyn et al,
(2001) também reforcam o fato do IFN-y estar sofrendo modulagdo negativa num
mecanismo independente de IL-10. Utilizando um modelo de sensibilizagdo in
vitro de células humanas por L. major, estes autores concluiram que a presenca
de CTLA4 Ig diminuia a produgédo de IFN-y e IL-56 abaixo dos niveis'detectéveis.
Estudando individuaimente B7-1 e B7-2, verificou-se que este efeito na diminuigéo
do IFN«y foi mais pronunciado quando a molécula B7-2 era bloqueada.
Novamente, ndo houve alteragdo alguma na producdo de IL-10 quando as
interagcbes CD28/ B7-1 e CD28/ B7-2 eram bloqueadas. Padigel & Farrell, (2003)
ao utilizarem baixos inéculos de L. major para infectar camundongos BALB/c
deficientes em CD28 constataram que estes camundongos passaram a se tornar
resistentes a infecgao e também a um desafio posterior. Este perfil de resisténcia
se dava por mecanismo dependente de IFN-y e de células T CD4” . Neste
trabalho, portanto, evidenciou-se a importancia da co-estimulagdo via CD28-B7 ao
desenvolvimento de resposta Th2 em modelo murino de leishmaniose tegumentar.

Quando a molécula de CTLA4 Ig foi utilizada para bloqueio da interagéao
CD28-B7 na abordagem in vitro utilizando CMSP de pacientes, verificou-se
ocorrer uma diminuigdo significativa tanto na produgao de IFN-y, TNF-a e IL-10.
Foi encontrada uma correlagdo positiva quanto a porcentagem de redugédo de
IFN-y e TNF-a nos sobrenadantes, ou seja, a modulagéo negativa destas duas
citocinas estd relacionada. Na maioria dos sobrenadantes, ndo foi possivel
evidenciar producdo de IL-12. Quando esta citocina era detectavel, sofria uma
modulagdo negativa, porém nao significativa pelo bloqueio de CD28-B7 via CTLA4
lg. Uma possivel explicagdo seria que esta modulagdo de citocinas pro
inflamatérias ocorra via TGF-, pois esta citocina esta envolvida com reativagéo de
infecgéo latente por L. braziliensis em modelos murinos e também ha aumento de

replicagdo de L. braziliensis quando TGF-p & adicionado a culturas de macrofagos
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(BARRAL et al, 1993). A importancia do TGF-$ também foi bastante evidenciada
no calazar murino, onde o bloqueio de CTLA4 via anti-CTLA4 Jevava a uma
diminuicdo do TGF-§, restaurando a produgdo de IFN-y. O bloqueio de CTLA4 e a
neutralizagdo de TGF-f3 levavam a eliminagdo de L. chagasi por fazer com que
células T CD4" antigeno especificas produzam IFN-y, que por sua vez ativa
macroéfagos levando a destmigdo os parasitos. (GOMES et al, 2000). No que
concerne aos nossos resultados, o TGF-§ ativo foi dosado e detectado em aiguns
sobrenadantes, nos quais o uso de CTLA4 Ig resultou num aumento desta
citocina. Este € um dado interessante que pode explicar a modulagdo negativa
encontrada nas citocinas IL-10, {L-12, TNF-ae IFN-y.Porém estes dados
precisam ser confirmados pela ampliagdo do nidmero dosagens de TGF8 nos
sobrenadantes ou pela tentativa de reversao desta resposta através do bloqueio
de TGF-{.

Nos resultados encontrados, também chamou atencdo o fato de que as
citocinas TNF-a e IFN-y diminuiam de forma mais significativa naqueles pacientes
com lesdes mais recentes ou seja, naqueles pacientes que relatavam menos de
sessenta dias de lesdo no momento do atendimento. Isto refor¢ca o fato de que a
modulagdo aqui encontrada ocorre principalmente durante o inicio do
desenvolvimento da doenga. Rocha et al, (1999), constataram diferengas na
resposta imune celular de pacientes com menos e mais de sessenta dias de les&o.
Dentre estas diferengas, CMSP de pacientes com 15 dias de lesdo apresentavam
uma imunossupressio transitéria, com baixa produgédo de IFN-y e alta produgéo
de IL-10. Por outro lado, nas CMSP de pacientes com lesdo mais tardia (mais de
sessenta dias), a produgéo de IL-10 diminuia bastante, enquanto que a producéo
de IFN-y aumentava. Este dado estd de acorda com os dados aqui descritos e
reforcam o fato de que a citocina IL-10 tenha sido indetectavel em alguns
pacientes, j& que o grupo aqui estudado apresenta um tempo de lesdo médio de
55 dias.

Quando Rocha et al, (1999) realizaram o bloqueio de [L-10 nas células de

pacientes com 15 dias de lesdo, a produgdo de [FN-y foi
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restaurada, demonstrando a importancia da IL-10 nesta imunossupressao inicial
encontrada nos pacientes com LTA precoce .

Diante dos dados aqui encontrados, verificou-se que a interagdo CD40-
CD40L néo é essencial para a modulagdo da resposta imune utilizando uma
abordagem experimental in vitro com CMSP de pacientes com a forma tegumentar
localizada da doenga. Isto foi evidenciado por ndo haver alteragdo na produgao de
IFN-y, IL-10, IL-12 e TNF -o nos sobrenadantes das culturas. Analisando-se o
padrao fenotipico celular, também nao foram constatadas alteragdes significativas
nas populagdes celulares de linfécitos T CD4" e CD8".

Por outro lado, a interagdo CD28-B7 parece ter uma importancia mais
pronunciada nesta abordagem in vitro da leishmaniose cutdnea localizada.
Quando esta via foi bloqueada pela utilizagdo de CTLA4 Ig houve uma diminuigdo
das citocinas IFN-y, IL-10, IL-12 e TNF-a. nos sobrenadantes destas culturas.
Partindo-se para a andlise fenotipica destas células, verificou-se nao haver
alteragdo no padréo fenotipico de células T CD4" e CD8". Buscando uma melhor
compreensdo deste mecanismo imunomodulatério atribuido & via CD28-B7,
verificou-se elucidar a produgdo do TGF-B, ja que esta citocina esta envolvida
num aumento de replicagdo de L. braziliensis em cultura de macrofagos humanos
(BARRAL et al, 1995c) e sua neutralizagdo causa um aumento de IFN-yno
calazar murino (GOMES et al, 2000). Quando CTLAA4 Ig foi utilizado nas culturas
de CMSP de pacientes, verificou-se um aumento da produgédo desta citocina
naqueles sobrenadantes com produgdo de TGF-8 detectavel. Porém, como ja
foi citado anteriormente, estes dados precisam ser ampliados em nlimero para
uma melhor consisténcia dos resultados.

A resposta observada em nosso estudo sugere que a interagdo CD28-B7 &
essencial para a produgao de diferentes citocinas, principaimente por CMSP de
pacientes com leishmaniose tegumentar apresentando lesdes com duragdo
inferior a sessenta dias. Por outro lado, ndo se verificou imunomodulagéo in vitro
quando avaliou-se CMSP de pacientes com tempo de lesdo superior a sessenta

dias.
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8 CONCLUSOES

1. A interagdo CD 40 - CD40L nao teve papel essencial na modulacéo das
citocinas IFN~ , IL-10 e TNF-a por CMSP de pacientes com leishmaniose
cutanea localizada.

2. A interagdo CD28-B7 é importante neste modelo in vitro de leishmaniose
tegumentar, tendo seu bloqueio modulado a produgéo das citocinas IFN-y,
TNF-a, IL-10 e IL-12 de uma forma mais significativa no grupo de pacientes
com menos de sessenta dias de les&o.

3. Nao houve alteragdo na ativagdo de células CD4™ e CD8" quando as
interag6es CD28-B7 e CD40-CD40L foram bloqueadas.
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Anexo 1- Termo de Compromisso

Titulo do Projeto: O Papel das Moléculas Co-estimulatérias na Imunomodulagao
da leishmaniose
Responsavel: Dra Aldina Maria Prado BARRAL

CONSENTIMENTO POS-INFORMAGAO

Eu , fui

informado que este estudo tem por objetivo estudar as substancias que entram na

formagao da lesdo da leishmaniose cutanea. Foi explicado que esta pesquisa
podera nido ter beneficio direto para mim, mas podera trazer informagdes
importantes que vao ajudar no diagndstico e tratamento de outras pessoas.

Neste estudo sera necessario realizar exames que incluem: 1) retirada do
material da ingua, utilizando agulhas e seringas descartaveis, podendo haver
desconforto no local da picada da agulha; 2) coleta de um pequeno pedago da
lesdo, que sera feita com anestesia local, ndo provocando dor. 3) coleta de
sangue também realizada com seringas e agulhas descartaveis. Estes exames
também serao feitos para diagnosticar a doenga e serao realizados por médicos
experientes, ndo trazendo prejuizo para a minha satde.

Também fui informado que terei acompanhamento médico, e que receberei o
tratamento indicado com o remédio Glucantime®, que sera feito com uma injegcéo
por dia durante pelo menos 20 dias, podendo ser mais, a depender da evolugao
da doenga.

Entendo que os resuiltados deste estudo serdao publicados de forma cientifica,
mas ndo sera feita a identificagdo individual dos partticipantes. A minha
participacdo é de minha prépria vontade e sou livre para recusar participar ou me
retirar em qualquer tempo, sem prejudicar os cuidados médicos que devo receber.

Recebi uma copia deste documento e tive oportunidade de ler antes de decidir

tomar parte. O médico encarregado explicou tudo e tirou as minhas duividas. Se eu
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tiver outras perguntas sobre o estudo, poderei entrar em contato com Dra. Aldina
Barral no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, LIP (Laboratério de
Imunoparasitologia), ou pelo telefone (71) 356-8782, Ramal 259.

Pelo presente, dou meu consentimento em participar deste estudo.

Assinatura do Paciente Data

O
[V]
—
4]

Assinatura do Pesquisador

|

Assinatura da Testemunha Data

97




Anexo 2 —Bloqueio da via CD40-CD40L
Valores em pg/ml. Mediana (*) p<0,05

Citocina SLA SLA + anti-CD40L P
TNF-a

Total 239,3 120,6 0,3344
< 60 dias 232,5 163,5 0,4268
> 60 dias 386,4 102,3 0,3894
IL-10

Total 62,48 38,06 0,4131
< 60 dias 68,02 45,19 0,8125
> 60 dias 64,61 19,03 0,2500
IFN -y

Total 1986 1825 0,0842
< 60 dias 1546 1270 0,8203
> 60 dias 2180 2023 0,1189
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Anexo 3 —Bloqueio da via CD28-B7

Valores em pg/ml. Mediana (*) p<0,05

Citocina SLA SLA + CTLA4 Ig p
TNF-a

Total 271,8 37 0,0003*
< 60 dias 231,2 27,9 0,0015*
> 60 dias 575 321,8 0,125
IL-10

Total 75,24 9,11 0,0039*
< 60 dias 68,66 6,4 0,0313*
> 60 dias 442 34,85 0,2500
IFN- v

Total 1966 1262 0,0023*
< 60 dias 1738 874,2 0,0093*
> 60 dias 2061 1761 0,0625
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Anexo 4 — Caracteristicas clinicas dos pacientes - Jequié

Tempo Tempo de Tamanho
de Lesdo Cura da Lesdo
Registro | Idade | (dias) | Biopsia (dias) Linfadenopatia (mm) DTH
2486 35 120 - evadiu NSI 5 +
2490 35 60 - evadiu NSI 3 +
2499 43 150 NR 60 N&o 3 +
2502 | 6 | NSI NR - 60 NSI 2 +
2543 31 30 + 60 Sim 3 +
2548 43 20 NR evadiu N&o 2 +
2550 29 90 - 60 Sim 5 +
2554 33 | 60 + 60 Sim 7 +
2556 31 15 + 20 Sim 1 +
2685 9 21 + 30 Sim 2 -
2694 | 12 | 30 NR evadiu N&o 1 +
2774 49 21 + | 150 Sim 8 +
2870 8 60 - 30 Sim 1 +
o871 | 17 | 60 + | 30 Sim 2 NR
- 2872 | 5 90 - 90 Sim 2 +
2873 37 120 NR | 60 Nao 10 +
2874 8 15 - 60 Sim 3 v
2911 | 21 120 - evadiu Sim 3 +
3122 61 30 - 90 N&o 3 NR
3162 18 45 BE 60 Nao 3 +

NR- Néo realizado

NSI- Nao soube informar

Evadiu- Nao retomou ao ambulatério
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Anexo 5- Caracteristicas clinicas dos pacientes - Jiquirica

Tempo Tempo Tamanho
de de da Lesdo
Registro | ldade | Lesdo |Biopsia| Cura |Linfadenopatia| (mm) DHT
4 7 30 - 60 sim 4 +
5 61 60 + 30 nao 2 NR
6 11 30 - 90 sim 2 NR
8 12 20 ~ evadiu sim 3 +
9 50 60 - evadiu nao 3 +
10 60 150 + 60 sim 1 +
11 58 45 - 60 sim 4 +
20 21 30 + 60 sim 5 +
21 17 60 - 180 nao - +
24 10 30 - 180 sim 7 +
30 17 15 + 90 sim 1 NR
31 14 90 - 90 néo 2 evadiu
33 8 30 + evadiu sim 3 +
35 22 60 + - nao 1 evadiu
36 45 30 + 90 nao 2 NR

NR- N&o realizado

NSI- Nao soube informar

Evadiu- Nao retomou ao ambulatério
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