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RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca endémica em
Pernambuco (PE), onde a espécie circulante € a Leishmania (Viannia) braziliensis.
As infeccdes por Leishmania apresentam uma resposta imune especifica por parte
do hospedeiro, dependente de células T, apresentando um perfil de citocinas Thl e
Th2. Neste estudo os objetivos foram avaliar a resposta linfoproliferativa e identificar
a producdo das citocinas IFN-y e IL-10 em células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) de 15 pacientes com LTA antes e 12 meses ap0s o término do
tratamento quimioterapico com Glucantimeld e de 10 individuos saudaveis
(controle). Para avaliar a linfoproliferagéo foi utilizada timidina tritiada e para
dosagem de citocinas, ELISA de captura. A resposta linfoproliferativa, bem como a
producdo de citocinas foram avaliadas frente a estimulos da fracdo antigénica
solavel de L. (V.) brazliensis (1,25 pg/ml), fitohemaglutinina (5 pg/ml) e
concanavalina A (2,5 pg/ml) durante 5 dias e 48 horas, respectivamente. Os
resultados mostraram que todos os individuos apresentaram proliferacdo celular em
resposta aos mitdgenos, ndo havendo diferenca significativa entre os grupos. Em
relacdo ao antigeno, nenhum individuo do grupo controle apresentou
linfoproliferacdo. Os pacientes apresentaram elevada resposta proliferativa antes e
apos tratamento, embora sem diferenca estatistica ao comparar esses dois
momentos. A analise na producdo das citocinas IFN-y e IL-10 identificou diferenca
significativa ao comparar o grupo de pacientes em relacdo ao controle. Apos
tratamento quimioterdpico, embora sem diferenca estatistica, a dosagem dos
sobrenadantes dos pacientes revelou diminuicdo nos niveis de IFN-y e aumento de
IL-10. Estes resultados indicam que os pacientes produziram uma resposta celular
especifica a fracdo antigénica soluvel de L. (V.) braziliensis, sugerindo que
mecanismos de regulacdo imunoldgica com a participacédo de células T de memoria
e células T regulatérias, além da dicotomia Thl x Th2 estdo presentes na evolugdo

clinica desses individuos.

Palavras-chave : Leishmaniose tegumentar americana, Leishmania (Viannia)

braziliensis, resposta imune celular.



ABSTRACT

The American Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is an endemic disease in
Pernambuco (PE), where Leishmania (Viannia) braziliensis is known as the unique
causative agent. Infections by Leishmania show a specific T-cell-dependent immune
response by the host, with a Th1l and Th2 cytokines profile. In this study the objective
was to evaluate the lymphoproliferative response and to determine IFN-g and IL-10
levels in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of fifteen patients with ACL prior
and after twelve months of chemotherapy treatment with Glucantimel] and ten non-
infected donors (control group). To evaluate the lymphoproliferative response it was
used tritiated thymidine and for cytokines dosage, the capture ELISA.
Lymphoproliferation, such as cytokine production were evaluated through stimulus
wish soluble antigen from L. (V.) braziliensis (1,25 pg/ml), phytohemaglutinin (5
png/ml) and concanavalin A (2,5 pg/ml) during five days and 48 hours, respectively.
Results showed that all evaluated groups presented cellular proliferation in response
to mitogens, without any significant difference between the groups. In relation to
antigenic stimulus, no subject from the control group showed lymphoproliferation.
The patients presented high lymphoproliferative response, although without statistical
difference comparing these two moments. Analysis of IFN-y and IL-10 cytokines
production identified significant differences when comparing the patients with the
control group. After chemotherapy treatment, although without statistical difference,
the supernatants patient dosage revealed a decrease in the IFN-y levels and an
increase of IL-10. These results indicated that patients produced a specific cellular
response to the L. (V.) braziliensis soluble antigen fraction, suggesting that
immunomodulatory mechanisms with the participation of T memory cells and
regulatory T cells, besides Thl x Th2 dichotomy, are present in the clinical evolution

of these patients.

Key-words: American tegumentary leishmaniasis, Leishmania (Viannia) braziliensis,

cellular immune response.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Leishmaniose tegumentar americana: Aspectos Ger  ais

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca antropozonotica,
causada por protozoarios digenéticos pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania, de transmisséo vetorial, acometendo pele,
mucosas e cartilagens. E uma doenca em expansdo, ocorrendo desde o sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina. No Brasil, seis espécies estdo associadas
a doenca no homem, sendo uma representante do subgénero Leishmania e cinco
pertencentes ao subgénero Viannia. A Leishmania (Viannia) braziliensis € a principal
espécie responsavel pela LTA no pais (GONTIJO; CARVALHO, 2003; MARZOCHI,
1992; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

A incidéncia da doenga no Brasil tem aumentado consideravelmente. Cerca
de 21000 casos foram notificados em 1998, com o aumento da ocorréncia para
40000 em 2002. Em média, apresenta uma incidéncia de 35000 casos/ano e é
distribuida do sul da Bacia Amazobnica ao sudeste do pais (DESJEUX, 2004;
FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002). A LTA incide em todas as regies do
Estado de Pernambuco, destacando-se a regido da Zona da Mata com mais de 60%
do total dos casos registrados (BRANDAO-FILHO et al., 1999). Entre 1990 e 2000
foram notificados 3268 casos no Estado e em 2004 foram registrados 733 casos.
Esse fato representa um sério problema de salde publica (SNVS/PE, 2006). Os
fatores que contribuem para a instalacdo da doenca ndo se referem somente as
migracfes macicas, urbanizacdes e desmatamentos, mas também fatores de riscos
individuais como co-infeccdo com HIV (ASHFORD, 2000).

Durante o seu ciclo de vida, a Leishmania apresenta as formas promastigota
e amastigota (Figura 1). A forma promastigota caracteriza-se por ser flagelada,
movel e alongada, desenvolvendo-se no tubo digestivo de flebétomos. A amastigota
€ a forma intracelular obrigatéria dos vertebrados, imovel, ovalada ou arredondada.
Ambas as formas podem ser mantidas em culturas axénicas (BALANCO et al., 1998;
HOARE; WALLACE, 1966).
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Figura 1: Formas promastigota e amastigota da Leishmania.

(Fonte: GONTIJO; CARVALHO, 2003)

O género Leishmania € dividido em dois sub-géneros: sub-género
Leishmania, que incluem espécies do complexo mexicana onde as formas
promastigotas multiplicam-se nas regidées meédia e anterior do intestino do flebétomo;
e sub-género Viannia, que incluem espécies do complexo braziliensis onde as
formas promastigotas migram para as regides anterior, média e posterior do
intestino, colonizando o vetor (LAINSON; SHAW, 1998).

A transmissao ocorre quando as fémeas de dipteros, pertencentes ao género
Lutzomyia, realizam o repasto sanguineo e inoculam promastigotas metaciclicas,
forma infectante. Esta forma possui caracteristicas biolégicas especificas que a
diferenciam da forma amastigota e da promastigota, como a falta da capacidade de
replicacdo. Estas formas penetram nas células do sistema fagocitario mononuclear,
transformando-se em amastigotas, que se multiplicam intensamente, promovendo o
rompimento de células macrofagicas, podendo ser fagocitadas por outras células. O
inseto, ao picar o hospedeiro parasitado, ingere macréfagos parasitados por
amastigotas. Em seguida, amastigotas presentes no intestino médio do inseto se
transformam em promastigotas. Estas se multiplicam por divisdo binaria, alcancam o
aparelho bucal e sdo inoculadas no hospedeiro durante repasto sangiineo
(AKOPYANTS et al., 2004; REY, 2001).

Os reservatorios variam conforme a espécie de Leishmania incluindo
espécies silvestres, como a preguica (Choloepus didactilus), o tamandua (Tamandua
tetradactyla), masurpiais (Didelphis masurpialis) e roedores; além de animais
domésticos como o cdo, equinos e mulas. Em Pernambuco foram isoladas amostras

de L. (V.) braziliensis em Bolomys lasiurus, Rattus rattus e Nectomys squamipes,
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mamiferos silvestres, constituindo a primeira incriminagéo categorica de hospedeiros
reservatdrios de L. (V.) braziliensis (BRANDAO-FILHO et al., 2003).
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1.2 Formas clinicas

As formas clinicas da LTA dependem da espécie do parasito, destacando-se
sua viruléncia e tropismo, da quantidade inoculada, do vetor, além das
caracteristicas epidemioldgicas, constituicdo genética e condigcdo imunologica do
hospedeiro (ROGERS et al., 2002). A infeccdo humana pode ser assintomatica ou
pode apresentar um espectro de manifestacdes clinicas que variam desde lesbes
cutaneas localizadas, disseminadas ou difusas ou até graves lesées mucocutaneas
(GRIMALDI; TESH, 1993) (Figura 2).

Figura 2: Formas clinicas da LTA. A) forma cuténea localizada; B) forma cutanea
disseminada; C) forma cutanea difusa; D) forma mucocutanea. FONTE: FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE.

As manifestagdes clinicas estdo geralmente associadas com uma espécie de
Leishmania. No entanto, algumas espécies podem causar mais de uma forma
clinica (GARCIA et al., 2005). As seis espécies encontradas no Brasil sao:
Leishmania (Viannia) braziliensis, responsavel pela leishmaniose cutanea localizada,
disseminada e mucocutanea; Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania
(Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) shawi e Leishmania (Viannia) naiffi,
responsaveis pela leishmaniose cutanea localizada; e Leishmania (Leishmania)
amazonensis, responsavel pela leishmaniose cutanea localizada e cutanea-difusa
(GRAMICCIA; GRADONI, 2005; LAINSON; SHAW, 1987) (Tabela 1). Em
Pernambuco, até o0 momento, a Unica espécie circulante € a L. (V.) braziliensis
(ANDRADE et al., 2005; BRANDAO-FILHO, 2001; BRITO et al., 1993).
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Tabela 1: Associacao da espécie do parasito com as formas clinicas.
Formas Clinicas
Espécie de Cutanea Mucocutanea
Leishmania Localizada Disseminada Difusa
. (L.) amazonensis X
. (V.) guyanensis
. (V.) shawi
. (V.) naiffi
. (V.) lainson
. (V.) braziliensis

-
XXX X X X

X X

L. (L.)= Leishmania (Leishmania); L. (V.)= Leishmania (Viannia).

A leishmaniose cuténea consiste em lesbes encontradas exclusivamente na
pele, iniciando-se no local em que as formas promastigotas infectantes séo
inoculadas. Pode ocorrer nas formas localizada, caracterizada por lesdo Unica,
disseminada, quando apresenta numerosas lesdes em varias regiées do corpo em
virtude de mdltiplas picadas de insetos ou disseminagdo hematogénica; e na forma
cutanea-difusa. Na maioria dos casos, observa-se uma doenca com leséo ulcerada
Unica (GONTIJO; CARVALHO, 2003; MARZOCHI, 1992).

As lesfes cutaneas caracterizam-se por Ulceras rasas com bordas elevadas
em moldura, fundo granulomatoso, com ou sem exsudato e, em geral, sao indolores.
Também podem ser observados outros tipos de lesbes como Ulcero-crostoso,
impetigoide, Ulcero-vegetante, verrucosa ou tuberosa. Predominantemente,
aparecem nas areas corpoéreas descobertas e tempo de incubacao entre quinze dias
a varios anos se manifestam. Apresentam poucos parasitos, tendéncia para cura
espontanea ou uma boa resposta ao tratamento (DA-CRUZ et al., 2002; GONTIJO;
CARVALHO, 2003; MARSDEN, 1986).

A forma cutanea-difusa é caracterizada por lesbes nodulares ou papulosas
sobre toda regido do corpo, sdo graves e deformantes, ricas em parasitos. E uma
enfermidade cronica, altamente resistente & quimioterapia, ndo existindo cura. E
comum ocorrer em individuos com deficiéncia imunologica e esta associada a L. (L.)
amazonensis (BONFIM et al., 1996; CACERES-DITTMAR et al., 1993).

7

A leishmaniose mucocutanea € a forma mais agressiva e mutilante,
caracterizada por infiltracdo, ulceragédo e destruicdo dos tecidos da cavidade nasal,
faringe e/ou laringe. E, na maioria das vezes, secundaria as lesbes cutaneas,

surgindo por disseminacdo hematogénica meses ou anos apos a resolucado das
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lesbes de pele. O risco de deformidades permanentes é consideravel e o diagndstico
precoce é essencial para a eficacia terapéutica e para evitar seqiielas (FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 2002; MARSDEN, 1986; MARZOCHI, 1992).

A leishmaniose cutanea no Velho Mundo, causada principalmente pela L.
major € uma doenca benigna com o desenvolvimento de uma lesdo cutanea
localizada que tende para cura espontanea. Em contraste, a LTA causada pela L.
(V.) braziliensis € uma doenca cronica, com tendéncia para ocorréncia de
metastases. Além disso, 1 a 5% dos individuos infectados tém risco de
desenvolverem a forma mucocuténea, devido a habilidade dos parasitos persistirem
nas lesdes cicatrizadas ap06s a cura clinica (MENDONCA et al., 2004; MOURA et al.,
2005).

E importante ressaltar que o processo infeccioso depende de fatores
relacionados tanto ao parasito quanto ao hospedeiro. A sobrevivéncia de patdégenos
tais como a Leishmania, depende principalmente da evasdo deste parasito ao
sistema imune do hospedeiro (SACKS; SHER, 2002; ZAMBRANO-VILLA et al.,
2002).
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1.3 Diagndstico

O diagndstico da LTA demonstra dificuldades pelo fato de suas manifestacfes
clinicas se assemelharem a lesdes ulceradas ou ndo de outras doengas como a
hanseniase virchowiana, paracoccidioidomicose, Ulcera tropical, sifilis, tuberculose
cutdnea, entre outras (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Além disso, existem as
limitacbes dos métodos de diagnosticos convencionais. Portanto, o diagnostico é
realizado pela associacdo dos aspectos clinicos, epidemiologicos e testes
laboratoriais. Estes incluem a identificagdo de amastigotas pelas técnicas
imunocitoquimicas em tecido, em “imprints” (impresséo por aposi¢ao da bidpsia), em
aspirado de lesdo e em avaliacdo histopatoldgica; identificacdo de promastigotas em
culturas in vitro; métodos sorolégicos como a imunofluorescéncia indireta (IFl), teste
de aglutinacdo direta (DAT), ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) e
Western-blot, baseados na presenca de anticorpos especificos contra antigenos
parasitarios; imunidade mediada por células como a intradermorreacdo de
Montenegro (IDRM) (teste de hipersensiblidade tardia) e deteccdo de DNA do
cinetoplasto através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) (KAR, 1995).

Um dos testes diagndsticos mais comuns, a identificacdo direta de
amastigotas ao microscopio Optico pela técnica de Giemsa, apresenta uma
sensibilidade entre 50-70%. Essa técnica depende do numero de parasitos
presentes na lamina. A positividade do teste é inversamente proporcional ao tempo
de evolucédo da lesdo cutanea, sendo rara apos um ano. Como todas as espécies de
Leishmania sdo morfologicamente idénticas, essa técnica néo é capaz de determinar
a espécie do parasito (BENSOUSSAN et al., 2006; VEGA-LOPEZ, 2003).

A cultura de promastigotas para o isolamento do parasito, a partir de material
obtido por puncao aspirativa ou bidpsia das lesdes dos pacientes, é uma técnica
altamente especifica para o diagndstico, porém apresenta baixa sensibilidade. E
dificil manter o parasito in vitro devido a constante contaminacdo e a variagdo na
eficacia dos meios de cultura, além do longo periodo necesséario para isolar o
parasito na cultura. Essa técnica permite determinar a espécie do parasito atraves
de anticorpos monoclonais, isoenzimas e PCR (BENSOUSSAN et al., 2006;
RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2006).
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A IDRM é um teste de hipersensibilidade tardia que apresenta uma alta
sensibilidade e uma especificidade que varia de acordo com o antigeno utlizado.
Embora apresente resultado positivo na maioria dos casos de LTA (90%), o
resultado € negativo em lesfes recentes, na forma cutanea difusa e em pacientes
imunodeprimidos. Em areas endémicas, € comum o teste ser positivo devido a
ocorréncia de infeccbes subclinicas (VEGA-LOPEZ, 2003).

Os testes sorologicos, como a IFl, o ELISA e o Western Blot, apresentam
limitacbes como: ndo correlacionam 0s niveis de anticorpos circulantes com o
estagio da doenca e podem apresentar reagbes cruzadas com outros
tripanosomatideos. Pelas limitagBes dessas técnicas, abordagens imunolégicas
alternativas vém sendo empregadas. Uma delas € a citometria de fluxo que permite
detectar anticorpos anti-Leishmania (ROCHA et al., 2002; 2006).

Outra metodologia empregada é a PCR. Embora demonstre alta sensibilidade
e especificidade, sua aplicacdo é inviavel para estudo populacional em virtude do
alto custo. Atualmente, ndo existe um teste padrao-ouro para LTA e, muitas vezes, a
combinacado de diferentes técnicas diagnodsticas € necessaria para obter resultados
mais precisos (BRITO et al., 2000; 2001; KAR, 1995).
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1.4 Resposta Imune

Assim como as infec¢Bes parasitarias, as infeccdes por Leishmania levam a
uma ativacdo especifica da resposta imunoldgica por parte do hospedeiro. H4 uma
expansdo de varios tipos de células, que pode ser caracterizada pelo aumento de
células T CD4", apresentando um perfil de citocinas Thl ou Th2 (HOLZMULLER et
al., 2006; REIS et al., 2006). Se a resposta for do tipo Th1, citocinas como IL-2, IFN-
Y, TNF-a e IL-12 serdo produzidas, ativando os macréfagos e, consequentemente,
levando a destruicdo dos parasitos. Mas, se a resposta for do tipo Th2 serao
produzidos IL-4 e IL-10, que inibem a ativagcdo macrofagica e, consequentemente,
as formas clinicas aparecerdo. A Leishmania é capaz de direcionar a diferenciacéo
de células T para uma resposta do tipo Th2, caracterizada pela persisténcia da
infeccdo (BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998; REIS et al., 2006) (Figura 3).
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Figura 3: A producdo de citocinas pelos macréfagos, células dendriticas, células T e B

determinam o desenvolvimento da infecgdo pela Leishmania (Fonte: adaptacdo de
HOLZMULLER et al., 2006).

Ha um consenso geral que as células T e a imunidade mediada por células
contribuem para a patogénese das diferentes formas de LTA. Embora altos titulos de

anticorpos sdo observados em todas as manifestagbes clinicas, ainda ndo esta
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completamente esclarecido o papel de anticorpos especificos na imunidade contra a
Leishmania (SOUZA et al., 2005; TRUJILLO et al., 1999).

A infeccdo experimental em camundongos tem sido utilizada para examinar
aspectos da relacdo parasito-hospedeiro. Estudos em camundongos infectados com
L. major, modelo melhor estudado na doenca infecciosa cronica, tém mostrado que a
resposta imune mediada por células T desempenha um papel importante no
processo para cura ou agravamento da doenca (SCHARTON; SCOTT, 1993;
SCOTT; FARREL, 1998).

Muitas linhagens de camundongos resistentes, como C57BL/6, CBA, C3H,
desenvolvem uma doenca auto-limitada quando infectadas com L. major ou L.
tropica. Apresentam um aumento na producdo de IL-12 que ativa células NK e
células T CD4" e CD8" a produzirem IFN-y, necessario para o desenvolvimento da
resposta Thl (HOWARD et al., 1980; ROGERS et al., 2002).

Linhagens susceptiveis, como BALB/c, apresentam uma doenca progressiva
e severa, com um aumento na expressdo de mRNA para IL-4 e na producao de IL-5,
IL-10 e IL-13 (HIMMELRICH et al., 2000; HOWARD et al., 1980; SCOTT; FARREL,
1998). IL-4 diminui a regulacdo da expressdo da subunidade (3 dos receptores da IL-
12 nas células Th1l, suprimindo a producao de IFN-y, levando ao desenvolvimento da
resposta Th2 (CARRERA et al., 1996; WANG et al., 1994). A IL-10 desempenha um
papel fundamental na inibicdo da ativacdo macrofagica e contribui para o
crescimento do parasito nas lesdes, uma vez que camundongos BALB/c 1L107
mostraram-se capazes de controlar a progressao da doenca durante infec¢ao por L.
major (KANE; MOSSER, 2001).

Em humanos, a resposta imune a infeccdo por Leishmania ndo é tdo bem
caracterizada como a resposta em camundongos, em virtude de sua complexidade
(REIS et al.,, 2006). Em todas as formas clinicas da LTA, a resposta imune &
dependente de células T e, de maneira geral, aceita-se que a diferenca entre
resisténcia e susceptibilidade a infeccdo também esta relacionada com o nivel de
expansdo de células Thl e Th2 (BACELLAR et al., 2002; PIRMEZ et al., 1993).

O evento crucial para inducdo da resposta imune curativa contra a
Leishmania é a eficiente ativacdo de ceélulas capazes de produzir citocinas

protetoras. As citocinas levam a ativacdo de macréfagos via IFN-y, resultando na



REIS, L. C. 26

sintese de intermediarios reativos de nitrogénio e oxigénio e, conseqientemente, a
morte dos parasitos intracelulares (SALAIZO-SUAZO et al., 1999).

Na forma cutanea localizada, ha uma forte resposta de células T, com
citocinas do tipo Thl, como IFN-y e IL-12, e uma alta frequéncia de células B
(LOUZIR et al., 1998; VIEIRA et al., 2002). Na leishmaniose cutanea disseminada,
as respostas imunolégicas sdo bem variadas. Tanto ha uma forte resposta de
células T como uma diminui¢cdo de imunidade celular. Os niveis de células T CD4"

sao baixos e os titulos de anticorpos séo elevados (CARVALHO et al., 1994).

Individuos com a forma cutanea-difusa falham em produzir uma resposta
imune mediada por células durante a infeccdo, sendo incapazes de controlar a
multiplicacdo parasitaria e a progressdo da doencga, devido a falta da expresséo de
MRNA para IFN-y e baixa expressdo para IL-2. Apresentam elevados titulos de
anticorpos especificos contra Leishmania, exibindo uma resposta quase
exclusivamente do tipo Th2, com elevados niveis de IL-4 (BOMFIM et al., 1996;
CACERES-DITTMAR et al., 1993; TRUJILLO et al., 1999).

A leishmaniose mucocutanea apresenta uma elevada resposta por células T
especificas, tanto Thl como Th2, sendo direcionada para uma resposta do tipo Th1l.
Altos niveis de citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IFN-y sdo produzidas, além de IL-
4. Essa resposta é fracamente regulada por IL-10 e TGF-3, mostrando que uma
resposta inadequada do tipo Thl, considerada protetora na maioria das formas
dessa doenca, pode levar a uma imunopatogénese exacerbada. Altos niveis de
anticorpos também séo encontrados (AMATO et al., 2003; BACELLAR et al., 2002;
JUNQUEIRA PEDRAS et al., 2003).

A resposta imune mediada por células T na infeccédo por L. (V.) braziliensis,
comparada a L. major, tem sido menos estudada devido alguns fatores. Ha
dificuldade no crescimento in vitro deste parasito, ineficiente conversdéo em
promastigotas metaciclicos, além da resisténcia de muitas linhagens de
camundongos frente a infeccdo, devido a inabilidade dessa espécie de Leishmania
de inibir a resposta Thl (LIMA et al., 1999).

Recentemente, Moura et al. (2005) estabeleceram um modelo experimental
para L. (V.) braziliensis utilizando camundongos BALB/c. O trabalho teve como

resultado o desenvolvimento clinico similar ao observado no homem, com a
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presenca de lesbes ulceradas, persisténcia parasitéria e resposta imune celular
especifica. A dificuldade no estabelecimento do modelo experimental para L. (V.)
braziliensis contribuiu e contribui para o surgimento de estudos com pacientes
(CARVALHO et al., 1995; COUTINHO et al., 1996; DA-CRUZ et al., 2002; FARIA et
al., 2005; LEOPOLDO et al., 2006; TELINO et al., 2005; TOLEDO et al., 2001).

Paralelamente a existéncia de uma resposta imunologica por parte do
hospedeiro, a sobrevivéncia e a persisténcia parasitaria dependem de estratégias de

escape da resposta imune inata e adaptativa (REIS et al., 2006).

O primeiro mecanismo de escape dos promastigotas € evitar a lise direta
através do sistema Complemento, tendo a participacdo de glicoproteinas e aclucares
da membrana do parasito, o LPG e a metaloproteinase gp63. Estes atuam por
fosforilacéo inativando componentes do sistema Complemento como o C3, C5 e C9,
com a subsequente inibicdo das vias classica e alternativa do Complemento; e
impedem o acesso do complexo de ataque a membrana (C5b-C9). A gp63 protege o
parasito através da acelerada conversdo proteolitica na superficie do parasito do
C3b para C3bi que funciona como uma opsonina, facilitando a ligacdo com
receptores do Complemento tipo 3 (CR3) nos macrofagos (BOGDAN et al., 1996;
BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998).

Ao escaparem do meio extracelular, os parasitos irdo penetrar nas células
fagociticas através da interacdo com o0s receptores dos macréfagos e com as
moléculas da superficie do parasito (SACKS; SHER, 2002). Essa ligacdo pode ser
direta, via parasito-macrofago, ou indireta, através de moléculas do soro associadas
com moléculas do parasito e assim com o0s macréfagos. Geralmente o0s
promastigotas sao opsonizados pelos C3b e C3bi, que se fixam respectivamente nos
CR1 e CR3 do macrofago.

Portanto, para o estabelecimento da infeccdo, a Leishmania precisa
sobreviver ao processo de fagocitose que envolve a invasdo em células-alvo
seguras, a inibicdo da formacdo do fagolisossomo e a remocao dos radicais
hidroxilas e anions superéxidos através do LPG, a inibicdo da degradacdo das
enzimas do fagolisossomo pela gp63, a transformagdo em amastigotas que sdo mais
resistentes as enzimas Oxido nitrico (NO) e peréxido de hidrogénio (H,O,) e ao pH
acido do fagolisossomo. A Leishmania utiliza outros mecanismos que auxiliam nas

estratégias de escape da defesa do hospedeiro. A modulacdo de citocinas pode
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ocorrer através da inibicao/desativacdo de macrofagos, pela supresséo ou perda da
inducdo da ativacdo de citocinas; a inibicdo da apresentacdo de antigeno e da
estimulacdo de células T, pela supressao, internalizacdo e degradacédo de moléculas
MHC Il e a alteracdo da funcao/diferenciacdo de células T através da inducéo e
expanséao de células do tipo Th2 sdo algumas das estratégias de escape do parasito
a resposta do hospedeiro (BOGDAN et al., 1996; BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998;
ROGERS et al., 2002).

Esses mecanismos imunolégicos promovem a persisténcia do parasito apos a
cura clinica da doenca. A demonstracdo da persisténcia em individuos curados
clinicamente levanta vérias questbes a respeito da evolugdo clinica, da
epidemiologia e das estratégias para o controle da leishmaniose (AEBISCHER,
1994; MENDONCA et al., 2004).
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1.5 Tratamento

O tratamento é baseado em quimioterapia, sobretudo com antimoniais
pentavalentes (SbV), como o antimoniato de meglumine ou antimoniato de N-
metilglucamine (Glucantime® ) e o estibogluconato de sédio (Pentostan®). Ambos
apresentam alta toxicidade e inumeros efeitos colaterais. A droga de primeira
escolha e a unica disponivel no Brasil € o Glucantime®, com o0 esquema terapéutico
composto por doses de 20 mg/Kg/dia através de injecGes intramusculares em ciclos
de vinte a trinta dias. O indice de sucesso apés um primeiro ciclo de antimoniato de
meglumine varia de 26% a 100% (FUNDA(;AO NACIONAL DE SAUDE, 2002:
RODRIGUES et al., 2006).

Apesar dos antimoniais serem as principais drogas contra a Leishmania,
usados h& mais de 50 anos, ainda nao se sabe corretamente o mecanismo de agao
destas drogas. Para agir contra o parasito é necessario que o antimonial
pentavalente entre no fagolisossomo do hospedeiro e seja reduzido a sua forma
trivalente ou forma ativa. Essa reducdo pode ocorrer no contato com o parasito, no
macréfago ou em ambos. O mecanismo e o local dessa reducdo ainda ndo esta
completamente esclarecido (OUELLETTE, 2001).

Quando ndo se obtém resposta ao tratamento com antimonial ou na
impossibilidade do seu uso, a anfotericina B e o isotionato de pentamidina sao as
drogas de segunda escolha. A anfotericina B é administrada por via endovenosa,
gota a gota, na dose diaria de 0,2 mg/Kg/dia até no maximo 50mg. E dissolvida em
soro glicosado 5% com tempo de infusdo de 3 a 4 horas. Ja o isotionato de
pentamidina € usada na dose de 4 mg/Kg/dia, por via intramuscular, sendo aplicado
a cada dois dias (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002).

O critério de cura é baseado na cura clinica pela completa cicatrizacdo da
lesdo. H4A acompanhamento do paciente durante pelo menos um ano apés o término
do tratamento, sem a ocorréncia de reativacdo da lesdo (FUNDACAO NACIONAL
DE SAUDE, 2002).

A eficacia do tratamento é um fenbmeno complexo que envolve fatores do
hospedeiro, como a resposta imunolégica, caracteristicas genéticas do paciente e a

forma clinica da doenca; vantagens do tratamento, pela qualidade da droga, duracéo
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da terapia e efeitos colaterais; e até mesmo pelas caracteristicas do parasito, como
a espécie e resisténcia a drogas, que tem aumentado com o uso de antimoniais
pentavalentes (ARMIJOS et al., 2004; YARDLEY et al., 2006).

A busca de terapias alternativas e de imunoprofilaticos tém sido recomendado
como prioridade para as estratégias de controle da doenca (ARMIJOS et al., 2004).
Desde a década de 80, estudos visando obter uma conduta terapéutica alternativa
para LTA tém sido realizados utilizando vacinas com associacdo ou nao a outros
farmacos (MAYRINK et al., 1979; 1992; 2006). MACHADO-PINTO et al. (2002)
associaram o0 antiménio com uma vacina de promastigotas mortas de L.
amazonensis e observaram que essa imunoquimioterapia foi altamente eficaz no
tratamento da LTA. Vacinas utilizando preparacfes antigénicas de varias espécies
de Leishmania, com ou sem BCG como adjuvante, tém sido testadas para a forma
cutdnea (COLER; REED, 2005). Moléculas imunogénicas presentes na saliva de
fleb6tomos também podem atuar como adjuvantes (GILLESPIE et al., 2000;
KAMHAWI, 2000).

Esses resultados mostram que o mecanismo imune envolvido no processo de
cura pode ser provavelmente diferente em cada tipo de tratamento. Segundo Coler e
Reed (2005), a quimioterapia associada a resisténcia a drogas e a toxicidade
enfatizam a necessidade de uma vacina eficaz contra a leishmaniose que induza
uma correta resposta imune, como uma resposta Th1.

Para isso € necessario estudos de novos antigenos potencialmente
candidatos a vacinas contra leishmaniose. Muitas proteinas do parasito parecem
induzir uma resposta de células T benéfica ao homem e também conferir protecédo
contra infeccdo em modelo experimental. Essas proteinas incluem a glicoproteina 63
(gp63), lipofosfoglicano (LPG) associado a poteinas, dp72, P-4, P-8, LACK, PHS,
gue sao candidatos potenciais para vacinas (COLER; REED, 2005; HABERER et al.,
1998).

As mais investigadas sdo a gp63 e o LPG, presentes abundantemente na
superficie do parasito. Esses antigenos induziram uma eficiente protecdo em modelo
experimental (HABERER et al., 1998).

A proteina P-4 purificada de amastigotas de Leishmania pifanoi demonstrou
uma resposta celular do tipo Thl em PBMC de individuos infectados por L. (V.)
braziliensis (HABERER et al., 1998). O antigeno PH8, derivado de promastigotas de
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L. amazonensis, em estudos com camundongos levou a producdo de niveis
elevados de IFN-y e auséncia de IL-4 (MAYRINK et al., 2002).

Além dessas proteinas, extratos brutos, solUveis e insolUveis de
promastigotas de diferentes espécies de Leishmania tém sido utilizados para
avaliagdo in vitro da resposta imune na tentativa de contribuir para a identificagao de
novas moléculas imunogénicas do parasito (ANTONELLI et al., 2004; DA-CRUZ et
al., 1994; 2002; TELINO et al., 2005; TOLEDO et al., 2001).

Estudos utilizando extratos brutos de L. major, L. braziliensis e L.
amazonensis nas formas solluveis e insoliveis, demonstraram uma elevada
producdo de IFN-y, TNF-a e niveis similares de IL-10 nos pacientes quando
comparado com individuos sadios (KEMP et al., 1999; TELINO et al., 2005).

Para uma vacina ideal, todos esses antigenos citados preferencialmente
devem estar conservados nas diferentes espécies de Leishmania, expressos
abundantemente na superficie do parasito e induzirem uma resposta imune celular
adequada (COLER; REED, 2005; HABERER et al., 1998).
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos anteriores realizados por Brito et al. (2001) através de ensaios de
ELISA, IFlI e Western blot, utilizando-se fragbes antigénicas soluveis de L. (V.)
braziliensis, observaram uma diminuicdo na reatividade anticorpica quando se
comparou soros de pacientes com LTA ativa e ap0s tratamento especifico. Inclusive,
resultado similar foi observado em individuos com cura espontanea, sugerindo que
esses antigenos podem ser usados como marcadores de cura. Frente a esses
resultados e para melhor compreender os aspectos imunoldgicos da LTA em nossa
regido, faz-se necessério avaliar a resposta linfoproliferativa e o envolvimento das
citocinas dos pacientes com LTA, antes e 12 meses ap0s o término do tratamento
guimioterapico, pela estimulacdo de células mononucleares do sangue periférico

(PBMC) com essa fracao antigénica soltvel de L. (V.) braziliensis.
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3 PERGUNTA CONDUTORA

Qual é o perfil da resposta imune celular em pacientes com LTA ativa, antes e
apos tratamento quimioterapico, utilizando-se a fracdo antigénica solavel de L. (V.)

braziliensis?
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Determinar o perfil da resposta imune celular em PBMC de pacientes

portadores de leishmaniose tegumentar americana ativa antes e 12 meses

apos o término do tratamento quimioterapico utilizando-se a fracdo antigénica

soluvel de Leishmania (Viannia) braziliensis.

4.2 Especificos

Caracterizar a populagdo de estudo quanto aos aspectos clinicos e
laboratoriais;

Determinar a concentracdo antigénica e o tempo de cultivo para os
ensaios de proliferacdo celular e ensaios de sobrenadante de cultura

para deteccao das citocinas;

Avaliar a resposta especifica de proliferacdo celular de PBMC antes e

12 meses apods o término do tratamento quimioterapico;

Identificar a producdo das citocinas interferon-gama (IFN-y) e
interleucina 10 (IL-10) nos sobrenadantes de cultura de PBMC antes e

12 meses apods o término do tratamento quimioterapico.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

5.1 Tipo de estudo

O estudo foi do tipo experimental ou ensaio clinico ndo-randomizado. Este
ensaio consiste na comparacdo entre um grupo de participantes sujeitos a
intervencao e outro formado por sujeitos ndo-expostos a intervencao, denominado
controle. Ambos escolhidos a partir de critérios de disponibilidade ou conveniéncia
(ROUQUAYROL; ALMEIDA FILHO, 2003).

5.2Descricao da populacéo de estudo

Os pacientes do presente estudo foram procedentes dos municipios de
Moreno, Aldeia, Amaraji e Vitéria de Santo Antéo, localizados nas regides de Zona
da Mata, areas endémicas para LTA em Pernambuco. Foram selecionados quinze
pacientes, de ambos os sexos, de acordo com 0s seguintes critérios de incluséo:
idade superior a 12 anos, portadores de lesdes cutaneas e/ou mucocutaneas ativas,
diagnostico confirmado e auséncia de tratamento quimioterapico prévio. Como
critérios de exclusdo foram adotados o0s seguintes: idade abaixo de 12 anos,
histérico de LTA pregressa, ter feito uso de tratamento quimioterapico e ter recusado

assinar o termo de consentimento livre e esclarecido.

Os pacientes receberam atendimento médico no ambulatério do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalh&es, onde foram realizados os exames laboratoriais (item
5.2.2) e os procedimentos para coleta de sangue antes do tratamento quimioterapico
e 12 meses apos o término do tratamento, confirmando a cura clinica. O critério de
cura foi baseado na presenca de cicatrizacdo da lesédo e na resposta terapéutica.
Apés tratamento quimioterapico, cada paciente foi monitorado afim de verificar o
processo de cicatrizacdo e a ocorréncia de reacdes adversas durante a

administracao do tratamento.

O tratamento quimioterapico foi realizado nos postos de satude dos municipios
deste estudo, utilizando-se o Glucantime® (antimoniato de N-metilglucamina), droga
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de primeira escolha, administrado via intramuscular. O tratamento foi feito em ciclo
de 20 a 30 dias em doses diarias de 20 mg/Kg com intervalo de 10 dias entre cada
série. Os pacientes foram submetidos a nova série do tratamento de acordo com o
processo de cicatriza¢do de cada individuo.

O grupo controle (n = 10) foi constituido por individuos saudaveis, residentes
em &rea ndo endémica, acima de 15 anos de idade e n&o ter recebido transfusdo
sangiinea.

O material coletado foi processado no Laboratorio de Imunoparasitologia do
Departamento de Imunologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes-
CPgAM/FIOCRUZ, na cidade de Recife-PE.

5.2.1 Consideracfes éticas

Os procedimentos sO foram realizados apds todos os participantes terem
concordado em assinar o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (Apéndices
1 e 2) e os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica do
CPgAM/FIOCRUZ (Anexo 1).

5.2.2 Exames laboratoriais de avaliacdo dos pacientes

Os pacientes foram submetidos a avaliacéo clinica, epidemioldgica e a alguns
procedimentos laboratoriais para confirmacédo da doenca. Os exames laboratoriais
incluiram:

a) Intradermorreacédo de Montenegro (IDRM): teste de hipersensibilidade
tardia, realizado através da inoculacéo intradérmica na face anterior do antebraco de
0,1 ml do antigeno de Leishmania amazonensis (leishmanina) produzido por
Biomanguinhos/FIOCRUZ. A leitura foi realizada ap6s 48 ou 72 horas, sendo
considerado positivo a enduracgéo igual ou maior que 5 mm.

b) Pesquisa direta, realizada com material obtido através da escarificacdo da
borda da leséo, utilizando lamina de bisturi estéril. Em seguida, os esfregacos foram
feitos em laminas, fixados com metanol e corados pelo Giemsa para identificacdo de

amastigotas através da microscopia optica;
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¢) Puncdo aspirativa realizada com seringa descartavel contendo 0,3 ml de
solucdo salina estéril, aplicada na borda da lesdo e posterior aspirado do contetdo
para inoculacdo intraperitoneal em hamster (Mesocricetus auratus). Apés trés
meses, estes animais foram sacrificados para retirada do baco, na tentativa de
isolamento do parasito em meio de cultura NNN/Schneider;

d) Biopsia executada com “punch” medindo 4-6 mm de didmetro. Parte dos
fragmentos retirados da borda da lesdo ativa foi destinada para a tentativa de
isolamento do parasito em meio de cultura NNN/Schneider e para a realizacdo da
PCR,

e) Imunofluorescéncia indireta para deteccdo de anticorpos circulantes
especificos para Leishmania foi realizada através do Kit IFI-Leishmaniose humana
produzido por Biomanguinhos/FIOCRUZ. O protocolo utilizado foi de acordo com as
instrugdes do fabricante, sendo considerado como soros reagentes, a fluorescéncia
do parasito na diluigcao 1:40.

f) Para a PCR em biopsias de lesdo ativa foi utilizado o kit “GenomicPrep
Cells and Tissue DNA Isolation” (Amersham Biosciences), segundo protocolo do
fabricante, para extracdo do DNA. O DNA obtido foi submetido a amplificagdo em um
termociclador automético (Modelo Px2, Thermo Electron Corporation), utilizando os
primers 5-GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3' e 5-CTAATTGTGCACGGGGAGG-3’
(DE BRUIJIN; BARKER, 1992). A PCR foi realizada em um volume final de 25 pl
contendo Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM, gelatina 0,1 mg/ml, MgCl, 1,5 mM, dNTP 0,2
mM, 25 pmoles de cada um dos primers, 2,5 U de Taqg DNA Polimerase e 2 ul da
amostra. A amplificacdo consistiu de 35 ciclos: 94°C (1min), 65°C (1min) e 72°C
(1min), precedidos de uma desnaturacéo inicial de 5 minutos a 94°C. Os produtos da
PCR (10ul) foram analisados através da eletroforese em gel de agarose 1% com
tampédo TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM) corados pelo brometo de etideo,
visualizados em um transiluminador de luz ultravioleta afim de identificar o alvo de
750pb especifico do sub-género Viannia de 750 pb (SAMBROOK; FRITSCH,;
MANIATIS, 1989).

g) A caracterizacdo da espécie de Leishmania pelo isolamento do parasito in
vitro foi feita através da técnica de anticorpo monoclonal, utilizando um painel de 23
anticorpos monoclonais (SHAW et al., 1989), realizado em colaboragdo com o

Centro de Pesquisas Evandro Chagas, em Belém.
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5.3 Obtencgé&o de antigenos soluveis de  Leishmania (Viannia) braziliensis

Inicialmente, formas promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis
(MHOM/BR/75/M2903), mantidas in vitro, foram expandidas em meio Schneider’s
(Sigma) contendo 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e 1% de antibidtico (penicilina
100 Ul/ml e estreptomicina 100 pg/ml-Sigma) até atingir a fase exponencial. Em
seguida, foram sedimentadas por centrifugagdo a 800 X g durante 15 minutos a 4°C
e lavadas trés vezes com salina tamponada (PBS - pH 7,2). O “pellet” final foi
mantido a -70°C até a utilizacdo (BRITO et al., 2000).

Para obtencdo dos antigenos, as aliquotas armazenadas a -70°C foram
descongeladas, ressuspendidas em agua destilada contendo inibidores de proteases
(metil-fenil-fluoreto-PMSF, 0,1 mM e acido etilenodiaminotetra acético-EDTA, 2 mM),
pepstatina A 0,001M e, em seguida, ultrassonicadas. A suspensdo parasitaria foi
centrifugada a 10.000 X g durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante resultante foi
removido e submetido a uma nova centrifugacdo a 100.000 X g durante 1 hora, a
mesma temperatura. A partir do sobrenadante resultante, antigeno sollvel, foi feito a
determinacédo protéica segundo o método de Bradford (1976) modificado por Read e
Northcote (1981) e a concentracdo foi de 1,60 mg/ml. O antigeno solavel ficou

estocado a -20°C até o momento de uso nos ensaios de cultivo in vitro.

5.4Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE )

ApoOs a determinacdo protéica, aliquotas da fracdo antigénica soluvel foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida segundo Laemmli (1970). O gel
de concentracao foi preparado a uma concentragao de 4,5% (p/v) de acrilamida, 125
mM de Tris-HCI (pH 6,8) e SDS 0,1% (p/v). O gel de separacao foi preparado com
12,5% (p/v) de acrilamida, Tris-HClI 375mM (pH 8,8) e SDS 0,1% (p/v). A
polimerizacdo quimica dos géis ocorreu pela adicdo de persulfato de aménio e
TEMED nas concentragOes finais de 0,1% (p/v) e 0,7% (v/v), respectivamente. O
tampdao de corrida constituiu-se de Tris 38,7 mM, glicina 236 mM e SDS 0,1% (p/v)

(pH 8,3). O tampé&o da amostra apresentou uma concentracao final de Tris-HCI 62,5
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mM (pH 6,8), SDS 2% (p/v), glicerol 10% (v/v), 2-mercaptoetanol 5% (v/v) e azul de
bromofenol 0,001% (p/v). As proteinas foram solubilizadas em tampé&o de amostra
por aquecimento a 100°C por trés minutos. Em seguida, foram aplicados
aproximadamente 15 ug da fracdo antigénica sollavel nos pocos do gel. A
eletroforese foi realizada em corrente constante (15mA). A coloragao do gel foi feita
utilizando-se uma solugdo contendo azul de Coomassie R-250 a 0,25% (p/v),
metanol 45% (v/v) e acido acético 10% (v/v). Finalmente, o gel foi descorado com

uma solucéo contendo metanol 45% (v/v) e acido acético 10% (v/v).

5.5 Obtencédo de células mononucleares do sangue pe riférico dos pacientes

selecionados

Os grupos controle e de pacientes foram submetidos a coleta de 40 ml de
sangue venoso periférico. Em relagdo aos pacientes, a coleta foi feita antes do
tratamento e 12 meses apos o término. O sangue foi coletado em tubo Vacuntainer(]
estéril contendo heparina (10 U/ml). Cuidadosamente, em capela de fluxo laminar,
foi adicionado a uma mistura de Ficoll-Hypaque (Amersham), na proporcéo de 2:1
em tubos de 50 ml. Apds centrifugacdo a 400 X g durante 30 minutos a 20°C, um
anel de PBMC foi obtido entre a mistura de Ficoll-Hypaque e o plasma. O plasma foi
armazenado para ensaios soroldgicos e as células coletadas para os procedimentos
de estimulacdo antigénica. As células foram lavadas por centrifugacdo a 400 X g
durante 30 minutos a 20°C com PBS estéril. Apds esse procedimento, foram
contadas em camara de Neubauer utilizando azul de Trypan (Sigma), ajustando-se a
concentracéo de interesse de acordo com cada ensaio realizado.

Para os testes imunologicos, 5,0 ml de sangue foi coletado em tubo sem
anticoagulante para obtencdo do soro. Todo procedimento foi realizado com material

estéril obedecendo as normas de biosseguranca (BRASIL, 2004).
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5.6 Ensaio de proliferacao celular

O ensaio de proliferacdo celular, também chamado de blastogénese, foi
realizado segundo Gazzinelli et al. (1983), com o procedimento passando por
algumas modificacbes. Células na quantidade de 2X10°/poco, obtidas de acordo
com o item 5.5, foram cultivadas em triplicata em placas de cultura de tecido de 96
pocos com fundo plano (TPP). O cultivo foi realizado utilizando-se meio RPMI 1640
(Sigma) contendo 1% de L-glutamina 200 mM, 1% piruvato de sédio 100 mM, 0,2%
de bicarbonato de sédio 7,5% e 1% de antibidtico (penicilina 100 Ul/ml e
estreptomicina 100 pg/ml) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF-
Cultilab). As placas de cultura foram mantidas em estufa a 37°C/5% de CO, durante
3, 4, 5 e 6 dias. As culturas foram estimuladas com antigeno soluvel de
promastigotas de L. (V.) braziliensis nas concentracdes 10, 5, 2,5 e 1,25 ug/ml e os
mitdégenos fitohemaglutinina (PHA - 5 pug/ml) e concanavalina A (ConA - 2,5 pg/ml),
foram os controles positivos do ensaio.

O tempo de cultivo e as concentracdes de uso para os estimulos in vitro dos
antigenos soluveis e dos mitdgenos foram definidos mediante ensaio cinético prévio
(item 6.3.1). Culturas mantidas apenas com meio de cultura foram utilizadas como
controle negativo. A viabilidade celular foi verificada através da contagem das
células viaveis pelo azul de Trypan.

Doze horas para o término do cultivo, foi adicionado a cada poco da placa 0,5
uCi de timidina tritiada ([*H]TdR - Amersham International, USA), diluida em meio
RPMI 1640 suplementado com 10% SBF. Ao final desse periodo, o material foi
coletado através do coletor automatico de células (Scatron) e depositado em papel
de fibra de vidro (Whatman, AH). Apés secagem do papel de fibra de vidro, o
material foi transferido para frascos, acrescidos de 2 ml do liquido de cintilagdo
(Fisher Scientific Company, USA). A radioatividade incorporada foi determinada no
cintilador LKB-Wallace Rack Beta, onde cada amostra foi contada durante 1 minuto.

Os resultados foram expressos pelo indice de estimulagéo (IE), como sendo a
média aritmética da contagem por minuto (cpm) das culturas estimuladas, dividida
pela média aritmética da cpm das culturas néo estimuladas, + desvio-padrdo. O cut-

off foi determinado pela média do grupo controle + dois desvios-padrdoes. Foram
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considerados valores representativos da proliferagdo positiva, indices de

estimulagdo maior ou igual a 3.

5.7 Obtencéo de sobrenadante de cultura para identi  ficacdo das citocinas

Suspensdes celulares (10° células/poco), obtidas como descrito no item 5.5,
foram depositadas em placas de 24 pocos (TPP) em duplicata. Os estimulos
utilizados foram os mesmos dos ensaios de proliferagcdo celular (item 5.6) e as
placas mantidas em estufa a 37°C/5% de CO; durante 24, 48 horas e 6 dias. Apds 0
tempo de incubacéo, as placas foram centrifugadas (1800 x g por 10 min, a TA) e 0s

sobrenadantes de cultura coletados e estocados a -70°C para posterior utilizacao.

5.8 Dosagem de citocinas secretadas nos sobrenadant es de cultura

A dosagem das citocinas IFN-y e IL-10 nos sobrenadantes de cultura
coletados, de acordo com o item anterior, foi determinada através do ELISA de
captura. Os anticorpos monoclonais utilizados nesse ensaio foram do Kit OptEIA (BD
Biosciences), sendo previamente titulados. Placas de ELISA (Nunc-96 pocos) foram
sensibilizadas com 50 pl dos anticorpos anti-citocinas especificos (de acordo com o
fabricante), diluidos em tampéao carbonato-bicarbonato pH 9,6 e incubadas por 18h a
4€C. As placas foram lavadas 3 vezes com 300 pl/poco de PBS pH 7,2-Tween-20
0,05% (PBS-Tw), e incubadas com a solugcdo bloqueadora contendo soro fetal
bovino (PBS pH 7,2 + 10% SFB) por 1lh, a temperatura ambiente (TA).

Posteriormente, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-Tw.

Os padrdes das citocinas foram diluidos em PBS pH 7,2 + 10% SFB a partir
da concentragédo de 1.000 pg/ml em diluicdo seriada com fator 2. Em seguida, 50 pl
da amostra e dos padrdes foram adicionados em duplicata e a placa incubada por
2h a TA. Quando necessério, as amostras foram diluidas em PBS pH 7,2 + 10%
SFB. As placas foram lavadas 6 vezes com PBS-Tw e 50 ul dos anticorpos
biotinilados especificos (de acordo com o fabricante), diluidos em PBS pH 7,2 + 10%
SFB foram adicionados por 1h30min, a TA. Ap6s nove lavagens com PBS-Tw, foi
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adicionado 100 pl da solucéo reveladora contendo ABTS - 2,2-azino-de [sulfato(6)de
3-etil benzitiazolina] (KPL). A reacéao foi bloqueada com 50 pl de acido sulfarico 1 M
e a leitura realizada no espectrofotometro (Bio-Rad 3550) a 415 nm. As
concentracOes das amostras foram calculadas na regiéo linear da curva de titulacao
dos padrdes de citocinas e as concentracdes finais expressas em pg/ml, utilizando o

software Microplate Manager, versao 4.0 (Bio-Rad laboratories).

5.9 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada no Laboratério de Métodos Quantitativos do
Nucleo de Saude Coletiva do CPgAM, empregando-se testes ndo paramétricos. Foi
realizada uma andlise descritiva para expor os resultados obtidos. A apresentacdo
das variaveis mensuradas foi feita através de tabelas ou graficos incluindo também o
uso de algumas medidas descritivas como minimo, maximo, mediana, média e
desvio padrdo. Para analise comparativa intra-grupos foi utilizado o teste dos postos
sinalizados de Wilcoxon e para a andlise entre grupos o teste U de Mann-Whitney.
Todas as conclusfes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%. Os softwares
utilizados foram o Excel 2000 e o SPSS 8.0.



REIS, L. C. 43

6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo da populacéo de estudo

Os participantes do estudo foram avaliados segundo os critérios de faixa
etaria, sexo, localidade de origem, forma clinica, numero de lesbes, tempo de
evolucdo da doenca, diagnodsticos parasitolégicos e imunoldgicos. Essas

informacdes estdo descritas nas Tabelas 2 e 3.

Foram selecionados 15 individuos com LTA ativa que obedeceram os critérios
de inclusdo e excluséao, sendo 09 pacientes do sexo masculino (60%) e 06 do sexo

feminino (40%). A faixa etaria variou de 13 a 63 anos com uma média de 32 anos.

Os pacientes foram provenientes do municipio de Moreno (n = 10), de Amaraji
(n = 01), de Vitéria de Santo Antdo (n = 01), e de Aldeia (n = 03), respectivamente,
situados a 28 Km, 96 Km, 51 Km e 10 Km da cidade do Recife. Todas as localidades

pertencem a regido da Zona da Mata, sendo consideradas areas endémicas em PE.

Apenas um paciente apresentou a forma cutanea disseminada com mais de
20 lesBes papulosas, distribuidas por toda superficie corporal. Um paciente
apresentou a forma mucocutanea. Todos 0s outros pacientes apresentaram lesdes
ulceradas com bordas elevadas e fundo granulomatoso, distribuidas em areas
descobertas do corpo. Em relacdo ao numero de lesbes, 60% apresentaram apenas
uma lesdo, 13,3% apresentaram duas lesbes e 20% trés lesbes. O tempo de
evolucdo da doenca, ou seja, do surgimento da doenca até a procura do nucleo de

salude dos municipios variou de um més até 12 meses.
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Tabela 2: Caracteristicas dos pacientes em relagdo a localidade de origem, sexo, faixa
etaria, forma clinica, nUmero de lesbes e tempo de evolucdo da doenca.

Paciente Localidade Sexo Idade Forma Clinica N°Lesd o Evolugéo
(meses)

1 Moreno F 46 Cuténea localizada 03 1

2 Moreno F 38 Cutanea localizada 01 1

3 Moreno M 30 Cutanea localizada 01 2

4 Moreno M 34 Cutanea localizada 01 2

5 Moreno F 25 Cutanea localizada 01 1

6 Amaraji F 15 Cutanea disseminada >20 NI

7 Moreno M 46 Cutanea localizada 01 1

8 Moreno M 17 Cutanea localizada 03 1

9 Moreno M 20 Cutanea localizada 02 3

10 Aldeia M 63 Cutanea localizada 02 1

11 Aldeia M 28 Cutanea localizada 01 2

12 Aldeia M 30 Cutanea localizada 01 1

13 Vitéria de F 24  Cutanea localizada 01 2

Santo Antao
14 Moreno M 51 Mucocutanea 01 1
15 Moreno F 13 Cutanea localizada 03 12

F= feminino; M= masculino; NI= ndo informado.

Todos os pacientes foram diagnosticados como positivos em pelo menos um
dos testes realizados. A intradermoreacdo de Montenegro apresentou resultado
positivo, ou seja, enduracédo igual ou maior que 5 mm em 92,8% dos pacientes. Um
paciente apresentou enduracdo menor que 5 mm; portanto, resultado negativo. Por
motivos operacionais, apenas um paciente ndo realizou o teste. Vale ressaltar que
esses dois pacientes foram positivos nos outros testes. A IDRM apresentou uma
forte resposta de hipersensibilidade cutanea, ou seja, enduracfes maiores que 10

mm na grande maioria dos pacientes (71,4%).

Além da IDRM, foram realizadas a IFI em 14 pacientes, apresentando 71,4%
de positividade; e a PCR, em 13 pacientes, com 92,3% de positividade (Figura 4). A
pesquisa direta apresentou 53% de positividade nos 15 pacientes avaliados. Em
sete individuos (46,6%), o parasito foi isolado em meio de cultura. Apds analise por
anticorpos monoclonais, realizado em colaboracdo com o Centro de Pesquisas

Evandro Chagas, em Belém, o parasito foi identificado como L. (V.) braziliensis.
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Tabela 3: Resultados laboratoriais dos pacientes.

Paciente IDRM Pesquisa IFI PCR Isolamento
(mm) Direta
1 10 + - + +
2 20 - + NR +
3 20 + + + A
4 15 + + + A
5 15 + + + A
6 NR - + + A
7 10 - - + +
8 5 + - + A
9 10 - + + A
10 20 + NR + +
11 10 + + - +
12 15 - - + A
13 - + + + +
14 5 - + + +
15 6 - + NR A

IDRM=Intradermorreacdo de Montenegro; IFI= Imunofluorescéncia; PCR= Reacdo em
cadeia de polimerase; += positivo; - = negativo; NR= ndo realizado; A= em andamento.
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Figura 4 — Gel de agarose (1%) das amostras de biopsias das lesdes
dos pacientes. PM (Peso molecular A + Hind Ill), C (controle negativo),
C™* (controle positivo 1ng), C* (controle positivo 1pg).
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Em relagdo ao tratamento com o Glucantime®, realizado como descrito na
metodologia, todos 0s pacientes apresentaram cicatrizacdo completa das lesbes ao
final da terapéutica (Figura 5). O esquema terapéutico na maioria dos pacientes
(66,7%) foi composto por apenas uma série (20 a 30 dias). Em 26,7% e 6,6% dos
pacientes o tratamento foi composto por duas e trés séries, respectivamente. Apos o
término do tratamento, os pacientes foram acompanhados por um periodo de 12
meses para confirmacdo da cura clinica e verificagcdo do aparecimento de novas
lesbBes e recidivas. Além disso, foram novamente submetidos a coleta de sangue

venoso para a avaliagdo apos tratamento.

Figura 5: Fotos representativas da cicatrizacdo completa das lesdes dos pacientes.

O grupo controle foi representado por 10 individuos saudaveis de area néo
endémica, sem histérico da doenga, com idade variando de 20 a 52 anos, com

média de 31 anos.
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6.2 Perfil eletroforético do antigeno soltvel de L. (V.) braziliensis

A fracdo antigénica soluvel de L. (V.) braziliensis foi submetida a uma
eletroforese em gel de poliacrilamida e apresentou proteinas cujos pesos
moleculares variaram entre 66 e 16 kDa (Figura 6) quando comparadas ao peso

molecular padréo (Sigma).

20,1

14,2

kS

Figura 6: SDS-PAGE de proteinas soltveis de L. (V.) braziliensis. Nos pocos 1 e 2 foram
depositados 10 pyg e 15 upg do antigeno, respectivamente. M= marcadores de peso
molecular em kDa (66 — albumina bovina; 45 — Ovalbumina; 36 — anidrase carbénica; 29 —
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; 24 — tripsinogénio; 20,1 — inibidor de tripsina e 14,2 —
a-lactoalbumina).
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6.3 Ensaio de Proliferacéo Celular

6.3.1 Padronizacdo da Proliferacao Celular

Com a finalidade de estabelecer o tempo de cultivo e a concentracdo da
fracdo antigénica solavel de L. (V.) braziliensis ideais para os ensaios de proliferacéo
in vitro de PBMC, foi realizado um ensaio prévio.

Foram analisadas células de quinze pacientes com LTA ativa oriundos de
area endémica de PE antes do tratamento quimioterapico e dez individuos sadios
(grupo controle). A resposta linfoproliferativa de PBMC foi avaliada na presenca de
diferentes concentra¢des do antigeno soluvel de L. (V.) braziliensis (10, 5, 2,5 e 1,25
ug/ml) e dos mitdgenos fitohemaglutinina-PHA (5 pg/ml) e Concanavalina A-ConA
(2,5 pg/ml) durante 3, 4, 5 e 6 dias. Os resultados foram expressos pelo indice de
estimulacao (IE), sendo considerados valores representativos da proliferacao celular,
indices de estimulacdo maior ou igual a 3.

As respostas de PBMC aos mitdogenos ConA (2,5 pg/ml) e PHA (5 pg/ml)
foram positivas em todos os grupos avaliados, ndo havendo diferenca significativa
entre pacientes e controle nos diferentes dias de cultivo. O resultado indicou que a
resposta dessas células a mitdgenos inespecificos ndo foi suprimida (Tabela 4).

Tabela 4: Respostas de PBMC aos mitégenos ConA (2,5 pg/ml) e PHA (5 pg/ml) entre os
pacientes (Pcs) e o grupo controle (Cts) durante 3, 4, 5 e 6 dias de cultivo. Os resultados
foram expressos pelo indice de estimulacdo (IE) + desvio-padréo.

Dias de cultivo

3 4 5 6

Mitégenos Pcs Cts Pcs Cts Pcs Cts Pcs Cts

ConA 223+152 424+147 78+63 1944108 53+69 5550 9+13  13+19

PHA 166+151 286+218 76486 129492 51+74 43+29 13+30 9414
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Em PBMC de todos os pacientes, ficou evidenciada a proliferacao das células
estimuladas pelo antigeno solavel, nas concentracdes 10, 5, 2,5 e 1,25 pg/ml e nos
39, 49, 5° e 6° dias de cultivo. No grupo controle ndo houve resposta proliferativa ao
estimulo antigénico (Figuras 7, 8, 9, 10 e 11).
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Figura 7: Grafico comparativo da resposta de PBMC dos pacientes de LTA e do grupo
controle ao antigeno sollvel de L. (V.) braziliensis em 3 dias de cultivo. A resposta
linfoproliferativa foi expressa pelo IE. As barras verticais representam o erro padrao e a linha
horizontal representa o cut off.
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Figura 8: Grafico comparativo da resposta de PBMC dos pacientes de LTA e do grupo
controle ao antigeno sollvel de L. (V.) braziliensis em 4 dias de cultivo. A resposta
linfoproliferativa foi expressa pelo IE. As barras verticais representam o erro padréo e a linha
horizontal representa o cut off.
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Figura 9: Grafico comparativo da resposta de PBMC dos pacientes de LTA e do grupo
controle ao antigeno solavel de L. (V.) braziliensis em 5 dias de cultivo. A resposta
linfoproliferativa foi expressa pelo IE. As barras verticais representam o erro padréo e a linha
horizontal representa o cut off.
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Figura 10: Grafico comparativo da resposta de PBMC dos pacientes de LTA e do grupo
controle ao antigeno solavel de L. (V.) braziliensis em 6 dias de cultivo. A resposta
linfoproliferativa foi expressa pelo IE. As barras verticais representam o erro padréo e a linha

horizontal representa o cut off.

Comparando-se os IE dos pacientes com o grupo controle, observou-se que

todas as concentragfes antigénicas e todos os tempos de cultivo apresentaram

diferenca significativa. Desta maneira, foi possivel optar pela concentracdo 1,25

ug/ml e pelo 5° dia de cultivo para os ensaios de proliferacdo antes e 12 meses ap0s

o tratamento quimioterapico. Vale ressaltar que neste dia (5°), as células

apresentavam-se viaveis.
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6.3.2 Proliferacdo celular antes e apds tratamento quimioterapico

A resposta proliferativa foi avaliada nas culturas de PBMC dos pacientes com
LTA antes e 12 meses apds o término do tratamento quimioterdpico e no grupo
controle. Os estimulos foram realizados na presenca da ConA (2,5 pg/ml), PHA (5
pug/ml) e do antigeno soluvel (1,25 pg/ml) no 5 ° dia de cultivo.

Como controles positivos do teste, os mitbgenos ConA e PHA estimularam
fortemente a linfoproliferagdo de PBMC no grupo controle e nos pacientes, antes e
apos tratamento. Analisando a resposta frente ao estimulo com ConA, as médias
dos IE dos grupos foram semelhantes. Em relacdo a PHA, a média do IE da
linfoproliferac@o dos pacientes apds tratamento foi mais elevada. Entretanto, nao foi
observada diferenca significativa entre os grupos frente a esses mitégenos (Tabelas
5 e 6; Figuras 11 e 12).



REIS, L. C. 53

Tabela 5: Estatisticas descritivas das respostas linfoproliferativas de PBMC ao mitégeno
ConA (2,5 pg/ml) entre os pacientes antes (Pcs-AT) e apés tratamento (Pcs-PT) e o grupo
controle. A resposta linfoproliferativa foi expressa pelo IE.

ConA
Grupos N Minimo Maximo Mediana Média Desvio p ! P2
Controle 10 9 162 39 55,00 49,61
Pcs-AT 15 3 252 13 52,60 69,43 0,446
Pcs-PT 15 2 189 20 43,87 58,24 0,263 0,733

P! = refere-se ao teste Mann-Whitney (comparac&o entre os pacientes e o grupo controle)
P? = refere-se ao teste Wilcoxon (comparac&o entre os pacientes antes e apds tratamento)
N= numero da amostra

S 80 7 EPcs-AT
On

@© 50 mPcs-PT
= i

g OcCts

3 40 -

)

o

.g 20 -

2

= 0 ]

ConA

Figura 11: Grafico comparativo da resposta linfoproliferativa de PBMC dos pacientes de LTA
antes (Pcs-AT) e apdés tratamento quimioterdpico (Pcs-PT) e do grupo controle (Cts)
estimulado com ConA (2,5 ug/ml). A resposta linfoproliferativa foi expressa pelo IE. As
barras verticais representam o erro padréo.
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Tabela 6: Estatisticas descritivas das respostas linfoproliferativas de PBMC ao mitégeno
PHA (5 pg/ml) entre os pacientes antes (Pcs-AT) e apdés tratamento (Pcs-PT) e o grupo
controle. A resposta linfoproliferativa foi expressa pelo IE.

PHA
Grupos N Minimo Maximo Mediana Média Desvio p ! P2
Controle 10 13 99 35 43,10 28,81
Pcs-AT 15 1 272 16 51,47 74,22 0,311
Pcs-PT 15 5 909 80 150,13 235,42 0,144 0,156

P! = refere-se ao teste Mann-Whitney (comparac&o entre os pacientes e o grupo controle)
P? = refere-se ao teste Wilcoxon (comparac&o entre os pacientes antes e apds tratamento)
N= numero da amostra
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Figura 12: Gréfico comparativo da resposta linfoproliferativa de PBMC dos pacientes de LTA
antes (Pcs-AT) e apdés tratamento quimioterdpico (Pcs-PT) e do grupo controle (Cts)
estimulado com PHA (5 pg/ml). A resposta linfoproliferativa foi expressa pelo IE. As barras
verticais representam o erro padrao.

Em relacdo ao estimulo com o antigeno soltvel, nenhum individuo do grupo
controle apresentou resposta proliferativa. As culturas de PBMC dos pacientes antes
e apobs tratamento proliferaram intensamente ao antigeno. Antes do tratamento
86,6% dos pacientes apresentaram resposta proliferativa positiva (IE=3) e apés

tratamento, 80%.
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Embora constatado pequeno aumento no IE apds tratamento, ndo foi
observado diferenca significativa entre os pacientes (p = 0,944). Comparando-se 0s
IEs dos pacientes antes e ap0s tratamento com o grupo controle, houve diferenca

significativa em relacéo aos niveis de proliferacéo (p < 0,001) (Tabela 7 e Figura 13).

Tabela 7: Estatisticas descritivas das respostas linfoproliferativas de PBMC ao antigeno
soluvel de L. (V.) braziliensis (1,25 pg/ml) entre os pacientes antes (Pcs-AT) e apos
tratamento (Pcs-PT) e o grupo controle. A resposta linfoproliferativa foi expressa pelo IE.

Grupos N Minimo Maximo Mediana Média Desvio p ! P2
Controle 10 1 2 1 1,20 0,42

Pcs-AT 15 1 93 5 12,93 22,95 <0,001

Pcs-PT 15 1 52 4 15,60 17,60 0,001 0,944

P! = refere-se ao teste Mann-Whitney (comparac&o entre os pacientes e 0 grupo controle)
P? = refere-se ao teste Wilcoxon (comparac&o entre os pacientes antes e apds tratamento)
N= numero da amostra
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Figura 13: Grafico comparativo da resposta linfoproliferativa de PBMC dos pacientes de LTA
antes (Pcs-AT) e ap0s tratamento quimioterapico (Pcs-PT) e do grupo controle (Cts) ao
antigeno soluvel de L. (V.) braziliensis (1,25 pug/ml). A resposta linfoproliferativa foi expressa
pelo IE. As barras verticais representam o erro padréo e a linha horizontal representa o cut
off.
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6.4Dosagem de citocinas em sobrenadante de cultura

6.4.1 Padronizacdo do ensaio de sobrenadante de cultura

Para estabelecer a melhor concentracdo da fracdo antigénica soluvel de L.
(V.) braziliensis e o melhor tempo de cultivo para os ensaios de sobrenadante de
cultura, foi realizado um ensaio prévio durante 24 horas, 48 horas e 6 dias de
cultura, utilizando as mesmas concentragdes antigénicas utilizadas nos ensaios de
proliferacdo celular (item 6.3.1). A concentracdo do antigeno que apresentou as
maiores médias de densidades Opticas (DOs) em PBMC dos pacientes, apos a
realizacdo do ensaio do ELISA para detecc¢do das citocinas, foi a escolhida. O tempo
de cultivo para a coleta do sobrenadante também foi avaliado segundo este mesmo
critério.

Todas as concentracdes antigénicas estimularam a producédo de altos niveis
de IFN-y e IL-10 nos pacientes, quando comparado com o grupo controle, durante 24
e 48 horas (p < 0,05). Durante 6 dias de cultura ndo foi observado diferenca
significativa na producéo das citocinas entre os grupos (Figuras 14 e 15).

Assim, a concentracdo do antigeno escolhida para o ensaio de sobrenadante
de cultura foi 1,25 pg/ml. Portanto, a mesma concentracdo utilizada no ensaio de
proliferacéo celular. O tempo de cultivo de 48 horas ficou estabelecido para medi¢céo
de IL-10 e IFN-y.
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Figura 14: Graficos da padronizacdo da producao de IFN-y durante 24h, 48h e 6 dias dos
pacientes de LTA e do grupo controle frente as diferentes concentracbes do antigeno

solavel de L. (V.) braziliensis. As barras horizontais representam a média dos grupos.
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Figura 15: Gréficos da padronizagcédo da producdo de IL-10 durante 24h, 48h e 6 dias dos
pacientes de LTA e do grupo controle frente as diferentes concentracbes do antigeno
solavel de L. (V.) braziliensis. As barras horizontais representam a média dos grupos.
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6.4.2 Avaliacdo da producdo de IFN-y antes e ap0s tratamento

A producédo de IFN-y (pg/ml) foi determinada no sobrenadante de cultura de
PBMC apds 48 horas de estimulo, na presenca de 1,25 pug/ml do antigeno solavel de
L. (V.) braziliensis, dos mitégenos ConA (2,5 pg/ml) e PHA (5 pg/ml), além da
auséncia de estimulo. A avaliacdo da producdo de IFN-y foi realizada antes e 12

meses apos o término do tratamento quimioterapico.

As estatisticas descritivas e o gréfico referente a quantificagdo dessa
producdo estdo indicados na Tabela 8 e Figura 16. Assim como na proliferacao,
resultados similares foram encontrados entre os pacientes e 0 grupo controle apés

estimulo com ConA, ndo havendo diferenca significativa na detec¢do de IFN-y.

Sob estimulo de PHA ndo foi observada diferenca significativa entre os
pacientes e o grupo controle em relacdo a producdo de IFN-y. No grupo dos
pacientes, a producdo foi significativamente mais elevada apo0s tratamento,

comparado-se antes de iniciar o tratamento.

N&o foi detectada producéo de IFN-y nas culturas de PBMC do grupo controle
sem estimulo. Embora pode ser observada minima producdo de IFN-y em PBMC de
pacientes, antes e apos tratamento, ndo foi evidenciada diferenca significativa.
Comparando o grupo controle com 0s pacientes, observa-se diferenca significativa

apenas com 0s pacientes antes do tratamento.
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Tabela 8: Estatisticas descritivas da producdo de IFN-y em sobrenadante de cultura de
PBMC aos mitégenos ConA (2,5 pg/ml), PHA (5 pg/ml) e culturas sem estimulo entre os
pacientes antes (Pcs-AT) e apoés tratamento (Pcs-PT) e o grupo controle.

ConA
Grupos N Minimo Maximo Mediana Média Desvio p ! p?
Controle 10 0 22144 9920 10101,60 7436,46
Pcs-AT 15 992 31616 7616 8976,00 8217,36 0,567
Pcs-PT 15 0 21808 1944 4563,20 6209,45 0,062 0,125
PHA
Grupos N Minimo Maximo Mediana Média Desvio p ! p?
Controle 10 0 2808 566 867,20 912,80
Pcs-AT 15 0 2088 448 588,27 530,54 0,643
Pcs-PT 15 32 8312 1520 2775,47  2838,73 0,115 0,015

Sem estimulo

Grupos N Minimo Méximo Mediana Média Desvio p! p?
Controle 10 0 0 0 0,00 0,00

Pcs-AT 15 0 67 31 27,53 23,07 0,004

Pcs-PT 15 0 282 0 38,33 79,44 0,285 0,859

P! = refere-se ao teste Mann-Whitney (comparac&o entre os pacientes e o grupo controle)
P? = refere-se ao teste Wilcoxon (comparac&o entre os pacientes antes e apds tratamento)
N= nUmero da amostra
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Figura 16: Grafico da quantificacdo da producdo de IFN-y (pg/ml) em sobrenadante de
cultura de PBMC dos pacientes de LTA antes (Pcs-AT), ap0s tratamento quimioterapico
(Pcs-PT) e do grupo controle na presenga dos mitdgenos ConA, PHA e nas culturas sem
estimulo. As barras horizontais representam a média dos grupos.
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Como indicado na Tabela 9 e Figura 17, os resultados demonstram que 0s
pacientes com LTA, antes e apoés tratamento produziram uma maior quantidade de
IFN-y em relagdo ao grupo controle, quando as PBMC foram estimuladas com o
antigeno. No entanto, a diferenca significativa ficou evidenciada apenas entre os

pacientes antes do tratamento comparado ao grupo controle.

Também pode ser observado, comparando-se 0s pacientes antes e apos
tratamento, uma diminuicdo desta citocina apds o término do tratamento. Embora

observado esse resultado, verificou-se auséncia de diferenga significativa.
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Tabela 9: Estatisticas descritivas da producdo de IFN-y em sobrenadante de cultura de
PBMC ao antigeno soltvel de L. (V.) braziliensis (1,25 pg/ml) entre os pacientes antes (Pcs-
AT) e ap0s tratamento (Pcs-PT) e o grupo controle.

Grupos N Minimo Maximo Mediana Média Desvio p ! p?
Controle 10 18 95 70.5 65,5 25,86

Pcs-AT 15 0 2000 234 465 572,80 0,005

Pcs-PT 15 0 1013 70 262 348,55 0,978 0,078

P! = refere-se ao teste Mann-Whitney (comparac&o entre os pacientes e 0 grupo controle)
P? = refere-se ao teste Wilcoxon (comparac&o entre os pacientes antes e apds tratamento)
N= numero da amostra

2000+ .
= Pcs-AT
o Pcs-PT
31500_ e Controles
> .
2
> 10004 o
= o
LL g
5004 @ o
'E. — g
0 ::. Dnrglg:nn _."':%.-._

Antigeno solavel (1,25 pg/ml)

Figura 17: Grafico da quantificacdo da producdo de IFN-y (pg/ml) em sobrenadante de
cultura de PBMC dos pacientes de LTA antes (Pcs-AT), ap0s tratamento quimioterapico
(Pcs-PT) e do grupo controle na presenca de 1,25 pg/ml do antigeno soltvel de L (V.)
braziliensis. As barras horizontais representam a média dos grupos.
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6.4.3 Avaliagdo da producéo de IL-10 antes e ap0s tratamento

A producédo de IL-10 (pg/ml) foi determinada no sobrenadante de cultura de
PBMC apés 48 horas de estimulo, na presenca de 1,25 pug/ml do antigeno soltvel de
L. (V.) braziliensis, dos mitogenos ConA (2,5 pg/ml) e PHA (5 pg/ml), além da
auséncia de estimulo. A avaliacdo da producdo de IL-10 foi realizada antes e 12
meses apos o término do tratamento quimioterapico. As estatisticas descritivas e o
gréfico referente a quantificacdo dessa producdo estdo indicados na Tabela 10 e
Figura 18.

A producédo de IL-10, apds estimulo com os mitdgenos ConA e PHA, foi mais
elevada nos pacientes comparado ao grupo controle. Avaliando a producdo desta
citocina ap6s estimulo com a ConA, observa-se que entre os pacientes houve uma
maior producdo apos tratamento, inclusive com diferenca significativa. As médias da
guantificacdo de IL-10 entre os pacientes e o grupo controle também apresentaram

diferencas estatisticas significativas.

Apés estimulo com a PHA, PBMC do grupo controle apresentou menor
producdo de IL-10 em relagdo aos pacientes. Diferenca significativa foi constatada
comparando-se controle com os pacientes apos tratamento. Analisando o grupo de
pacientes, observa-se que a producado foi significativamente mais elevada apds

tratamento quando compara-se antes de iniciar o tratamento.

Embora os pacientes tenham apresentado niveis mais elevados de IL-10 nas
culturas sem estimulo, quando comparado ao grupo controle, ndo foi constatada

diferenca significativa.
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Tabela 10: Estatisticas descritivas da producao de IL-10 em sobrenadante de cultura de
PBMC aos mitégenos ConA (2,5 pg/ml), PHA (5 pg/ml) e culturas sem estimulos entre os
pacientes antes (Pcs-AT) e apoés tratamento (Pcs-PT) e o grupo controle.

ConA
Grupos N Minimo Maximo Mediana Média Desvio P ! p?
Controle 10 168 740 535 526 155,78

Pcs-AT 15 104 2016 1072 1056,53 497,45 0,001
Pcs-PT 15 640 3584 1312 1618,13 866,66 <0,001 0,031

PHA
N  Minimo Méaximo Mediana Média Desvio p ! p?
Controle 10 152 488 318 318 114,44
Pcs-AT 15 146 1554 368 489,07 390,94 0,461
Pcs-PT 15 248 2488 720 920,93 632,16 0,002 0,047

Sem estimulo

N Minimo Maximo Mediana Média Desvio p ! p?
Controle 10 0 112 84.5 72 39,45
Pcs-AT 15 37 319 73 124,60 101,52 0,567
Pcs-PT 15 0 622 88 142,80 176,29 0,765 0,820

P! = refere-se ao teste Mann-Whitney (comparac&o entre os pacientes e 0 grupo controle)
P? = refere-se ao teste Wilcoxon (comparac&o entre os pacientes antes e apds tratamento)
N= numero da amostra
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Figura 18: Gréfico da quantificacdo da producdo de IL-10 (pg/ml) em sobrenadante de
cultura de PBMC dos pacientes de LTA antes (Pcs-AT), ap0s tratamento quimioterapico
(Pcs-PT) e do grupo controle na presenga dos mitdgenos ConA, PHA e nas culturas sem
estimulo. As barras horizontais representam a média dos grupos.
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Os niveis de IL-10, frente a estimulacdo com o antigeno foram mais elevados
nos pacientes comparado ao grupo controle. Esse resultado pode ser observado na
Tabela 11 e Figura 19. Nos pacientes avaliados, embora a producao desta citocina
tenha sido mais elevada apo6s tratamento, néo foi constatada diferenca significativa
(p = 0,307). Diferenca significativa foi encontrada comparando-se os pacientes ap6s
o tratamento com o grupo controle (p = 0,008).

Tabela 11: Estatisticas descritivas da producdo de IL-10 em sobrenadante de cultura de
PBMC ao antigeno soluvel de L. (V.) braziliensis (1,25 pg/ml) entre os pacientes antes (Pcs-
AT) e ap0s tratamento (Pcs-PT) e o grupo controle.

Variaveis N Minimo Maximo Mediana Média Desvio p ! p?
Controle 10 49 195 81 99 53,35
Pcs-AT 15 0 854 144 263,33 253,08 0,091
Pcs-PT 15 30 1316 312 353,73 324,04 0,008 0,307

P! = refere-se ao teste Mann-Whitney (comparac&o entre os pacientes e 0 grupo controle)
P? = refere-se ao teste Wilcoxon (comparac&o entre os pacientes antes e apds tratamento)
N= numero da amostra
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Figura 19: Gréfico da quantificacdo da producdo de IL-10 (pg/ml) em sobrenadante de
cultura de PBMC dos pacientes de LTA antes (Pcs-AT), ap0s tratamento quimioterapico
(Pcs-PT) e do grupo controle na presenca de 1,25 pg/ml do antigeno solavel de L (V.)
braziliensis. As barras horizontais representam a média dos grupos.
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7 DISCUSSAO

No Brasil, a Leishmania (Viannia) braziliensis € amplamente distribuida por
todo territorio nacional, sendo considerada uma das espécies mais importantes para
a saude publica. Além de ser responsavel pela maioria dos casos de LTA no pais,
tem a capacidade de causar desde a forma cuténea localizada até graves lesdes
mucocutaneas mutilantes (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).

Na regido Nordeste, PE aparece como o quarto Estado com maior nimero de
casos notificados. A doenca aparece em crescente expansao com aumento na
notificagdo de 14 para 733, no periodo de 1980 a 2004. Mais de 60% desses casos
ocorrem na regido da Zona da Mata (BRANDAO-FILHO et al., 1999; SNVS/PE,
2006).

Todos os quinze pacientes participantes deste estudo foram provenientes de
areas endémicas na regido da Zona da Mata de PE. Foi observado uma prevaléncia
da doenca em individuos do sexo masculino (60%), adultos jovens, com uma média
de idade de 32 anos e trabalhadores da zona rural. A LTA tem causado significativa
morbidade em nosso pais, atingindo predominantemente individuos do sexo
masculino em idade produtiva. Em geral, estd associada a areas rurais, sobretudo
nas atividades de exploragdo e desmatamentos em florestas e em atividades
agricolas (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2002; RODRIGUES et al., 2006).

Em relacdo as formas clinicas observadas nesse estudo, a grande maioria
apresentou a forma cutanea localizada com lesdes ulceradas em areas descobertas
do corpo (86,6%). Apenas um individuo apresentou a forma mucocutanea e um a
forma disseminada. Este tinha mais de 20 lesdes distribuidas pela superficie
corporal.

A existéncia das lesdes nas éareas descobertas do corpo, normalmente
membros superiores e inferiores, pode ser explicada pelas atividades ocupacionais
em areas rurais. A grande ocorréncia da forma cutanea localizada na LTA em nosso
estudo esta de acordo com outros trabalhos, tanto em PE como em outros Estados
(ANDRADE et al., 2005; BRANDAO-FILHO et al., 1999; COSTA et al., 1998;
RODRIGUES et al., 2006).
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J4 a tendéncia para a reducdo do numero de casos de leishmaniose
mucocuténea é provavelmente devido ao melhor conhecimento da LTA, levando a
um correto diagnéstico e tratamento precoce da infeccdo (GONTIJO et al., 2002).

O tempo de incubacdo da doenca em 57,14% dos pacientes foi de 30 dias e
28,57% apresentaram a doenca em 60 dias. Estudos realizados em outros Estados,
demonstraram um tempo de incubacdo de 47 dias na Bahia e de 90 dias em Belo
Horizonte (CARVALHO et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003). A leishmaniose cutanea
surge apd6s um periodo de incubacdo variando de dez dias a trés meses. O
acometimento mucoso pode surgir com a lesdo cutanea ainda em atividade ou anos
apos a cicatrizacao e, geralmente, esta associado com a demora na cicatrizacdo da
lesé@o primaria e o tratamento inicial inadequado (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Além disso, a LTA é uma doenca complexa devido a existéncia de varias
espécies do parasito e do vetor, assim como a relacdo parasito-hospedeiro. Esse
fato leva a necessidade de novas ferramentas que auxiliem na determinacdo do
progndstico e de um diagndstico eficiente.

O diagndstico da LTA demonstra dificuldades pelo fato de suas manifestacfes
clinicas se assemelharem a lesdes de outras doengas e a existéncia de limitacdes
nos métodos de diagndsticos convencionais. Ainda nao ha um método diagndstico
gue possa ser usado como padrao-ouro. Portanto, o diagnéstico é realizado pela
associacdo dos aspectos clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais (BRITO et al.,
2000; 2001; KAR, 1995).

O diagnéstico dos pacientes neste estudo foi confirmado pela realizagdo da
pesquisa direta, do isolamento do parasito em meio de cultura, da IDRM, IFl e PCR.
Os pacientes do presente estudo apresentaram positividade em pelo menos um
teste diagndstico. Por razbes operacionais, alguns pacientes ndo puderam ser
diagnosticados por todos os métodos empregados.

A IDRM apresentou resultado positivo, ou seja, enduracdo igual ou maior que
5 mm em 92,8% dos pacientes. Esses resultados estdo de acordo com outros
autores que relataram uma sensibilidade em torno de 90% para casos de LTA
(FABER et al., 2003; FOLLADOR et al., 1999; GONTIJO et al., 2002; MEDEIROS et
al., 2002; STOLF et al., 1993; VEGA-LOPEZ, 2003).

Apenas um paciente apresentou resposta negativa ao teste de IDRM. Esse
resultado pode ser explicado pelo fato de ser infeccdo recente e pelo paciente nao

residir anteriormente em area endémica. E também comum a IDRM apresentar
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positividade em individuos de areas endémicas devido a ocorréncia de infeccdes
subclinicas. Além disso, a IDRM néo distingue entre infecgdo passada e recente
(VEGA-LOPEZ, 2003).

A IFl apresentou resultado positivo em 71,4% dos pacientes. Resultado
similar foi encontrado por Oliveira-Neto et al. (2000) no Rio de Janeiro. Essa técnica
sorologica é incapaz de diferenciar o estagio da infec¢éo e ainda podem apresentar
reacles cruzadas com outros tripanasomatideos (ROCHA et al., 2002; 2006).

A PCR foi positiva em 92,3% das biopsias analisadas, mostrando ser essa a
técnica que oferece as melhores taxas de sensibilidade e especificidade, sendo
capaz de detectar baixa quantidade de parasitos na infeccdo. Resultados similares
também foram encontrados por outros autores (FABER et al., 2003; MENDONCA et
al., 2004; RODRIGUES et al., 2002).

Nos 15 pacientes avaliados, a pesquisa direta apresentou 53% de
positividade. Esse teste parasitoldgico ndo é capaz de determinar a espécie do
parasito, visto que todas as espécies de Leishmania sdo morfologicamente idénticas
(BENSOUSSAN et al., 2006; VEGA-LOPEZ, 2003).

Os isolados do parasito, obtidos do cultivo in vitro de promastigotas, foram
analisados por anticorpos monoclonais e identificados como L. (V.) braziliensis. As
sete amostras isoladas sdo de grande representatividade devido as dificuldades
existentes no cultivo dessa espécie de Leishmania (BENSOUSSAN et al., 2006).
Estudos anteriores em PE também identificaram, através da técnica de anticorpos
monoclonais e por isoenzimas, essa espécie do parasito (ANDRADE et al., 2005;
BRANDAO-FILHO, 2001; BRITO et al., 1993). Esses dados confirmam que, até o
momento, a Unica espécie de Leishmania circulante e responséavel pela LTA em PE
é a L. (V.) braziliensis.

A identificacdo da espécie do parasito envolvido nos casos da doenca no
homem em uma area endémica é essencial para o entendimento dos aspectos
clinicos e epidemiolégicos, sobretudo para o diagnostico e para o desenvolvimento
da terapia e prognéstico da doenca (CARVALHO et al., 2006).

O tratamento da LTA apresenta limitagcbes como a toxicidade das drogas
disponiveis e a auséncia de um critério de cura objetivo. O tratamento quimioterapico
€ baseado primariamente na administracdo de antimoniais pentavalentes, sendo
utilizado no Brasil o Glucantime®. Estes antimoniais sdo caros, altamente toxicos e

administrados via intramuscular durante um prolongado periodo (PASSOS et al.,



REIS, L. C. 69

1999). Embora a literatura descreva inUmeros efeitos colaterais, nenhuma reacéo
adversa ao tratamento foi relatada pelos pacientes em nosso estudo.

Uma grande dificuldade para o tratamento da LTA, favorecendo a interrup¢ao
do tratamento, é a sua ocorréncia em areas rurais distantes onde existe dificil
acesso ao servico de saude e, muitas vezes, ha necessidade exclusiva de
terapéutica parenteral (RODRIGUES et al., 2006).

O tratamento nos pacientes foi 100% eficaz e o tempo da terapia variou de 20
a 90 dias, apresentando cicatrizacdo completa das lesées. Apds o fim do tratamento,
os pacientes foram acompanhados por um periodo de 12 meses para, além de
confirmar a cura clinica, evitar o aparecimento de novas lesfes e reativacao das
lesBes cicatrizadas (recidivas).

A boa eficacia terapéutica também ja foi relatada por outros autores e essa
eficacia pode estar relacionada a caracteristicas do parasito e ao pouco tempo de
evolucdo da maioria dos pacientes (PASSOS et al., 2001; OLIVEIRA-NETO et al.,
1997). As lesbes cutaneas causadas pela L. (V.) braziliensis sdo normalmente
susceptiveis ao tratamento com antimoniais e a cicatrizacdo ocorre no final da
terapia (COUTINHO et al., 2002).

Embora exista a quimioterapia, sdo necessarios maiores estudos para
estabelecer o melhor esquema terapéutico e o desenvolvimento de novos
tratamentos que proporcionem melhores condi¢cdes e poucos danos aos individuos
doentes (ARMIJOS et al., 2004).

O critério de cura adotado por muitos autores é a completa cicatrizacao da
lesdo. Entretanto, esse critério € insatisfatorio, pois pode ocorrer a reativacao das
lesGes mesmo apds tratamento e cicatrizacdo completa da leséo inicial. A ocorréncia
de mais de 90% das recidivas em até um ano na LTA reforca a sugestao de controle
clinico por pelo menos um ano apds o tratamento. (FUNDACAO NACIONAL DE
SAUDE, 2002; GONTIJO; CARVALHO, 2003; MENDONCA et al, 2004;
SCHUBACH et al., 1998).

Uma caracteristica de todas as espécies de Leishmania é a tendéncia em
provocar infec¢des inaparentes ou a persisténcia do parasito apos resolugdo da
lesdo (RAMIREZ; GUEVARA, 1997). Essa persisténcia levanta questdes a respeito
da evolucdo clinica, da epidemiologia e das estratégias para o0 controle da
leishmaniose (MENDONCA et al., 2004).
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O “status” imunolégico do hospedeiro infectado por Leishmania pode
representar um papel importante no sucesso da quimioterapia, uma vez que
infeccbes por este parasito estdo associadas com uma imunossupressao do
hospedeiro. Uma eficiente resposta imune mediada por células € necessaria para a
efichcia méxima do antimonial pentavalente no tratamento e a relacdo entre a
imunossupressao induzida pelo parasito e a quimioterapia efetiva é de grande
importancia (BERGER; FAIRLAMB, 1992).

Em modelo experimental, a imunossupressdo diminui a efetividade da terapia
com antimonial pentavalente através da diminuicdo da producdo de IFN-y. Muitos
trabalhos tém estudado a combinacdo da quimioterapia com a imunoquimioterapia
através da estimulacdo de ativadores de macrofagos, como o IFN-y. A busca de
terapias alternativas e de imunoprofilaticos tém sido recomendado como prioridade
para as estratégias de controle da doenca (ARMIJOS et al.,, 2004; BERGER,;
FAIRLAMB, 1992).

Uma vez que a LTA apresenta alta endemicidade em PE e que a L. (V.)
braziliensis é a espécie de maior incidéncia no pais e a unica circulante em PE, ndo
h& informacao sobre o perfil da resposta imune celular dos pacientes desta regido ao
tratamento quimioterapico convencional com Glucantime®, frente a estimulacdo com
a fracdo antigénica soluvel de L. (V.) braziliensis.

Estudos anteriores, realizados por Brito et al. (2001), demonstraram que esta
fracdo, constituida por proteinas provenientes do citoplasma do parasito, promoveu
resposta anticérpica em pacientes com LTA. Foi observado uma diminuicdo na
reatividade anticorpica quando comparado soros de pacientes apresentando lesbes
ativas, antes e apos tratamento especifico. Resultado similar foi observado em
individuos com cura espontanea. Brito et al. (2001) sugerem que esses antigenos
poderiam ser usados como marcadores de cura.

Visto que a imunidade mediada por células T desenvolve um papel
fundamental na resposta do hospedeiro ao parasito Leishmania e que o papel de
anticorpos especificos na resposta imune nao esta completamente esclarecido
(TRUJILLO et al., 1999), faz-se necessario caracterizar a resposta imune celular de
PBMC ao estimulo com este antigeno antes e apés o tratamento.

Embora estudos semelhantes tenham sido realizados por outros autores,

estes apenas avaliaram as respostas celulares a antigenos totais de L. (V.)
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braziliensis (DA-CRUZ et al., 2002; TELINO et al.,, 2005; TOLEDO et al., 2001).
Portanto, este estudo foi de fundamental importancia na tentativa de contribuir para
0 entendimento de aspectos relacionados a evolucao clinica de pacientes com LTA
em PE. Essa compreensdo permitird o estudo e a identificagdo de novas moléculas
imunogénicas do parasito potencialmente candidatas a vacinas.

Em todas as formas clinicas da LTA, a resposta imune € dependente de
células T e, de maneira geral, aceita-se que a diferenca entre resisténcia e
susceptibilidade a infeccdo por Leishmania esta relacionada com o nivel de
expansédo de células Thl e Th2 (BACELLAR et al., 2002; PIRMEZ et al., 1993).

Os estudos imunolégicos na infeccao por L. (V.) braziliensis estavam limitados
aos estudos em humanos devido a falta de um modelo experimental para essa
espécie. Em 2005, Moura et al. estabeleceram um modelo experimental para L. (V.)
braziliensis utilizando camundongos BALB/c que apresentaram evolucdo clinica
semelhante ao do homem. Entretanto, a dificuldade existente no estabelecimento
desse modelo experimental ainda contribui para a continuacdo dos estudos com
pacientes (CARVALHO et al., 1995; CONCEICAO-SILVA et al., 1990; COUTINHO et
al., 1996; DA-CRUZ et al.,, 2002; FARIA et al.,, 2005; LEOPOLDO et al., 2006;
SILVEIRA et al., 1998; TELINO et al., 2005; TOLEDO et al., 2001).

Para analisar a resposta imune celular em relacdo ao tratamento
guimioterapico convencional na LTA, PBMC obtidas de sangue periférico de quinze
pacientes antes do tratamento quimioterapico (lesdes ativas) e 12 meses apos o
término do tratamento quimioterapico (lesbes cicatrizadas) e de 10 individuos do
grupo controle foram estimuladas in vitro com antigeno soltuvel de L. (V.) braziliensis.
O estimulo in vitro também foi realizado com os mitégenos ConA e PHA.

Todos os individuos apresentaram proliferacdo celular em resposta aos
mitdgenos, ndo havendo diferenca significativa entre o grupo controle e o0s pacientes
antes e apos tratamento, mostrando que a resposta imune celular ndo foi suprimida.
Esses mitégenos também vém sendo utilizados por outros autores apresentando
resultados similares (CARVALHO et al., 1985; CONCEICAO-SILVA et al., 1990;
COUTINHO et al., 1996; MENDONCA et al., 1986; TELINO et al., 2005; TOLEDO et
al., 2001).

Analisando-se a resposta proliferativa frente ao estimulo antigénico, nenhum
individuo do grupo controle apresentou linfoproliferacdo. Os pacientes, antes e ap0s

tratamento, apresentaram uma elevada resposta proliferativa. Embora a média dos
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indices de estimulagdo tenham aumentado nos pacientes apos o tratamento, nado foi
observada diferenca significativa quando comparado antes de iniciar o tratamento.
Estes resultados ndo foram diferentes daqueles encontrados por outros autores
(COUTINHO et al., 1996; 1998; DA-CRUZ et al., 1994; TOLEDO et al., 2001).

A persisténcia de uma resposta imune celular especifica a antigenos de
Leishmania, ap6s a cura clinica, podera contribuir para a imunoprotecdo da doenca.
Um efeito benéfico indireto do tratamento com antimonial seria um aumento da
resposta imune de células T ap6s o tratamento (MENDONCA et al., 1986).

Estudos sobre a resposta imune celular na LTA também j& foram
desenvolvidos por alguns autores utilizando-se outros antigenos. O estimulo de
PBMC de pacientes com leishmaniose cutanea localizada com antigenos totais de
promastigotas de L. (V.) braziliensis, antes do tratamento com antimonial
pentavalente e no término da terapia, promoveu uma tendéncia ao declinio da
resposta linfoproliferativa no fim da terapia, mesmo néo tendo observado diferenca
significativa (COUTINHO et al., 1996; 1998; DA-CRUZ et al., 1994).

Telino et al. (2005) avaliaram in vitro a resposta de PBMC de pacientes com
LTA frente a estimulacdo com antigenos totais de L. (V.) braziliensis e L.
amazonensis, bem como fracdes antigénicas sollveis e insoluveis de L.
amazonensis. Apds o estimulo com esses antigenos, a resposta linfoproliferativa dos
pacientes foi significativamente mais elevada quando comparada com individuos
saudaveis. O antigeno total de L. (V.) braziliensis apresentou uma proliferacdo
significativamente mais elevada em relacdo ao antigeno total de L. amazonensis.
Esse resultado pode ser explicado pelo fato dos pacientes estarem infectados por L.
(V.) braziliensis.

Em relac@o aos antigenos de L. amazonensis, a resposta linfoproliferativa foi
significativamente mais elevada com o antigeno total, comparado-se com a fracdo
antigénica soltvel. Em contrapartida, ndo houve diferenca na resposta com a fracéo
insoltvel. A fracdo insollvel apresentou uma antigenicidade mais elevada que a
fracdo solavel, sugerindo que as proteinas presentes nessa fracao insollvel seriam
mais antigénicas que o antigeno total. Contudo, pouco se sabe a respeito da
antigenicidade entre as fragBes sollveis e insollveis de promastigotas de
Leishmania (TELINO et al., 2005).

Em busca de alternativas para o tratamento, Toledo et al. (2001) avaliaram a

resposta imune em pacientes com LTA tratados com antimonial pentavalente
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(Glucantime®) e em pacientes tratados com imunoquimioterapia. Enquanto o
tratamento com Glucantime® corresponde a quimioterapia convencional, a
imunoquimioterapia € a associacdo de uma vacina composta por cinco diferentes
cepas de Leishmania (Leishvacin®) com o antimonial. PBMC de pacientes tratados
com a quimioterapia, estimuladas com antigeno total de L. (V.) braziliensis,
apresentaram uma diminuicdo na resposta proliferativa ao término da terapia,
comparado-se com pacientes tratados com a imunoquimioterapia. Neste caso, néo
foi observada diferenca significativa em relacdo a proliferacdo antes e apds o
tratamento.

Portanto, pacientes tratados com imunoquimioterapia apresentaram uma
resposta linfoproliferativa persistente durante o tratamento. Essa diferenca na
resposta € provavelmente relacionada com a presenca in vivo do antigeno durante o
tratamento. Em relacéo aos pacientes tratados com Glucantime®, € esperado que in
vivo, a estimulacdo de células T diminua durante o progresso do tratamento para a
cura. Isso ocorrera desde que a reducdo na carga parasitaria possa provavelmente
causar a diminuicdo do numero de células T responsivas (TOLEDO et al., 2001).

Na imunoquimioterapia, entretanto, a continua inoculacdo do antigeno
possivelmente faz com que, in vivo, essas células continuem sendo estimuladas.
Essa estimulacdo persiste, mesmo na diminuicdo da carga parasitaria. Assim,
pacientes tratados com imunoquimioterapia apresentam in vitro uma resposta
linfoproliferativa inalterada no final do tratamento (TOLEDO et al., 2001).

O mecanismo imune envolvido no processo de cura €, ao que tudo indica,
diferente em cada tratamento. Essa afirmacdo decorre pelo fato de células de
pacientes tratados pela imunoquimioterapia produzirem, significativamente, menos
IFN-y in vitro do que pacientes tratados com a quimioterapia convencional (TOLEDO
et al., 2001).

A capacidade do sistema imune em responder a uma infeccdo secundaria
mais rapida e melhor, comparando-se a uma primeira infeccdo, é de
responsabilidade da memoéria imunologica do hospedeiro. Este é o objetivo das
vacinas nas doencgas infecciosas. A leishmaniose induz uma excelente protecdo
contra uma segunda exposicdo; apesar disso, uma vacina efetiva contra essa
doenca ainda ndo existe. Esse fato indica a necessidade de uma melhor

compreensdo dos mecanismos imunoldgicos envolvidos na doenga, sobretudo na
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memoéria imunoldgica para auxiliar no processo de criagdo das vacinas (SCOTT,
2005).

Uma importante caracteristica da infec¢cdo por Leishmania é a ocorréncia de
persisténcia parasitaria, apés a cura clinica, levando a producdo de uma resposta
imune protetora e resisténcia a re-infeccado. Essa resposta protetora € formada pelas
células T efetoras e células T de memdéria que sdo divididas em células T de
memoria central (Tcm) e células T de memoria efetora (Tem). As Tcm,
independentes da presenca do parasito, migram para os linfonodos. Ja as Tem séo
dependentes da presenca do parasito, secretam citocinas e possuem a capacidade
de migrarem para os tecidos (SCOTT et al., 2004; 2005).

Zaph et al. (2004) demonstraram, em camundongos, que apesar das células
T CD4+ efetoras serem perdidas na auséncia dos parasitos, as células T CD4+ de
memoéria central sdo mantidas. Em uma re-infec¢do, essas células T de memoaria
central se tornam células T efetoras e conferem protecdo. Porém, ainda ndo esta
claro como as Tcm sao desenvolvidas e conservadas. Questbes em relacdo a essas
células permanecem e maiores investigacées sdo necessarias, de modo a contribuir
para o desenvolvimento de vacinas contra Leishmania (GOLLOB et al., 2005).
Embora infeccBes por Leishmania induzem intensa resposta imune celular, os
parasitos ndo sao totalmente eliminados.

Recentes estudos indicam que, durante a infeccdo, a geracdo de células T
regulatorias limitam a acdo do sistema imune suficientemente para manter a
persisténcia do parasito. Essas células exercem sua funcdo regulatéria em parte
pela producédo de IL-10. Camundongos knock-out para IL-10 infectados com uma
baixa dose de parasitos desenvolveram uma resposta imune aumentada com a
eliminacéo total dos parasitos. Interessantemente, esses camundongos perderam a
imunidade a re-infec¢do, sugerindo que a persisténcia parasitaria € necessaria para
manter a imunidade (BELKAID et al., 2002).

A resposta imune celular ao parasito Leishmania ocorre com a producéo de
citocinas que sdo importantes para o desenvolvimento e controle da resposta imune
(ANTONELLI et al., 2004).

Na leishmaniose humana, o papel da resposta imune celular do tipo Thl tem
sido associado ao controle da infec¢cdo. O evento crucial para inducdo da resposta
imune curativa contra a Leishmania € a eficiente ativacdo de células capazes de

produzir citocinas protetoras que levam a ativacdo de macréfagos via IFN-y. Isso
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resulta na sintese de intermediarios de nitrogénio e oxigénio reativo e,
consequentemente, na morte dos parasitos intracelulares. Embora a resposta Thl
seja benéfica, o controle da resposta inflamatoria através da producéo de IL-10 é
essencial para a cura da doenca (ANTONELLI et al., 2004; SALAIZO-SUAZO et al.,
1999; SCOTT et al., 2004).

Como parte da caracterizagdo da resposta imune na LTA, em nosso estudo
também foi analisada a producdo das citocinas IFN-y e IL-10 em sobrenadantes de
culturas de PBMC antes e apds o tratamento, utilizando os mesmos estimulos
utilizados na avaliacdo da resposta de proliferacéo celular.

Avaliando-se a producao de IFN-y e IL-10, frente aos mitbgenos, observou-se
diferencas significativas entre os grupos. A ConA e a PHA sdo mitdégenos policlonais
gue tém sido amplamente utilizados em estudos in vitro de ativacdo de células.
Induzem mitose por um mecanismo que é dependente de TCR e nem todas as
células T sofrem esse processo (PAUL, 1999). Assim, as diferencas estatisticas
encontradas na producdo das citocinas podem ser explicadas por esse fato, ou seja,
0s mitégenos ndo estimularam a mitose igualmente nesses grupos.

A andlise dos niveis das citocinas IFN-y e IL-10 nesse estudo, apos
estimulagdo com o antigeno, apresentou resultados superiores nos pacientes do que
no grupo controle. As PBMC do grupo controle produziram estas citocinas em
guantidades minimas, comparado-se com as médias dos pacientes com LTA.

Em relag&o a producgéo de IFN-y, observou-se uma diminuicdo ap6s o término
do tratamento em relacdo a média dos pacientes antes do tratamento. Embora
evidenciada, ndo foi encontrada diferenca significativa. Ja& os niveis de IL-10
apresentaram resultados inversos. Nos pacientes avaliados, a producédo dessa
citocina foi mais elevada apoOs tratamento, embora também ndo tenha sido
constatada diferenca significativa.

A existéncia de mecanismos de imunorregulacdo, necessarios para promover
uma resposta Thl efetiva na LTA, pode explicar nossos resultados. Esses
mecanismos sao importantes para manter a integridade tecidual do hospedeiro
contra uma subsequente resposta inflamatéria. Recentes estudos demonstraram que
a reposta Thl, formada apoés infeccao por L. (V.) braziliensis, € acompanhada pela
resposta de células T produtoras de IL-10 (ANTONELLI et al., 2004).
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Citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-12 podem ser téxicas quando produzidas
em quantidades elevadas e a IL-10 bloqueia a ativacdo de células Thl.
Consequentemente, previne a superproducdo dessas citocinas, evitando dano
tecidual (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998). A IL-10 também inibe a ativacéo
macrofagica, como a expressao de moléculas co-estimulatérias como B7.1 (CD80) e
B7.2 (CD86) e moléculas de adesdo intercelular, diminuindo a habilidade dessas
células em destruir a Leishmania (DING et al., 1993; BOURREAU et al., 2001).

Pompeu et al. (2001) identificaram que a producdo de IFN-y € proporcional a
producdo de TNF-a e IL-10. Usualmente, a IL-10 exibe propriedades para desativar
macréfagos em humanos.

Em nosso estudo, a producédo de IL-10 aumentada ap0s o tratamento pode
sugerir a acao de células T regulatorias que utilizam essa citocina para limitar a acéo
do sistema imune, favorecendo a persisténcia do parasito apO0s cura clinica
(BELKAID et al., 2002).

O perfil de citocinas encontrado nas lesdes ativas de pacientes com LTA tem
sido demonstrado como uma mistura de citocinas do tipo 1 e 2, predominando
MRNA para citocinas do tipo 1 (PIRMEZ et al.,, 1993). Células de pacientes com
lesBes crbnicas produzem mais IFN-y do que pacientes com lesdes recentes. Esse
fato esta provavelmente relacionado com o elevado numero de células T produtoras
de IFN-y que infiltram nas lesdes (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; TOLEDO et al.,
2001).

Estudos anteriores avaliando a producdo de IFN-y em sobrenadantes de
cultura de PBMC de pacientes com lesdes cutaneas localizadas, estimuladas com
antigenos totais de promastigotas de L. (V.) braziliensis, demonstraram um aumento
nos niveis dessa citocina logo ap6s o término da terapia com Glucantime®. Apesar
desse aumento, ndo foi constatada diferenca significativa antes e apos o tratamento.
Esse aumento estad provavelmente relacionado com o aumento da expressédo de
células CD8+ produtoras de IFN-y (COUTINHO et al., 1996; 1998; DA-CRUZ et al.,
1994; TOLEDO et al. 2001).

Toledo et al. (2001) analisando a producédo de IFN-y, antes do tratamento,
observaram que sobrenadantes de cultura de pacientes tratados com
imunoquimioterapia apresentaram uma diminui¢cdo na producédo de IFN-y ao final do

tratamento quando comparado aos valores antes do tratamento. Uma significante



REIS, L. C. 77

diminuicdo na producdo de IL-10 pdde ser observada apds o termino do tratamento
com Glucantime® e com a imunoquimioterapia. A diminuicdo da producéo de IL-10
provavelmente permite uma acdo mais eficiente do IFN-y, levando a cicatrizacao das
les@es.

Telino et al. (2005) demonstraram que o antigeno total de L. (V.) braziliensis
provoca uma alta resposta proliferativa e produz elevados niveis de IFN-y. O mesmo
ndo ocorre com IL-10, quando comparado com antigenos de L. amazonensis em
culturas de PBMC de pacientes com LTA. Entretanto, esses pacientes estavam
infectados com L. (V.) braziliensis. E esperado que as células T de pacientes
infectados com L. (V.) braziliensis respondam mais fortemente a antigenos
provenientes de espécies homélogas do que a antigenos provenientes de espécies
de diferente subgénero. Resultados semelhantes foram encontrados por Silveira et
al. (1998) que mostraram que o antigeno de L. (V.) braziliensis é um potente
estimulador da resposta de células T em relacdo ao antigeno de L. amazonensis.

As diferencas nos resultados que obtivemos poderiam estar associadas com
0 antigeno utilizado, mostrando diferencas na antigenicidade em estimular as células
T de memodria. Estudos com a resposta de células T a antigenos totais sao téo
importantes quanto o estudo da resposta de células T a peptideos e/ou epitopos
derivados de antigenos de Leishmania (DA-CRUZ et al., 1994). A finalidade dos
estudos sobre a resposta imune celular traz contribuicbes para a busca de novos
antigenos candidatos a vacinas e para o desenvolvimento de modelos para o
parasito.

Além disso, esses resultados também podem ser influenciados pelo tempo
utilizado como critério para cura clinica. Em nosso trabalho, a avaliacéo foi feita um
ano apdés o término do tratamento. Nos outros estudos, as avaliacbes foram
realizadas logo apos o fim da terapia, embora todos os individuos estudados
apresentaram lesdes cicatrizadas.

Apesar da importancia da resposta Thl na cura da infeccéo, vale ressaltar
gue as mesmas citocinas envolvidas no controle da infeccdo podem estar
relacionadas com a patogénese da doenca. Parece ser necessario a existéncia de
um contrabalanco com as células produtoras de citocinas do tipo Th2, ou seja, uma
dicotomia Thl x Th2 (REIS et al., 2006).



REIS, L. C. 78

Assim, as células T CD4+ e CD8+ atuam como fonte de producdo de
citocinas envolvidas no processo de ativacdo de macréfagos. A producdo inicial de
IFN-y por células “natural killer” (NK) pode ser importante na diferenciacdo das
células T CD4+ nas respostas Thl e Th2 (PINHEIRO, 2004).

As células T auxiliares (CD4+) induzem efeitos opostos associados com cura
ou agravamento da doenca, dependendo do perfil de citocinas produzidas. Ja as
células T citotoxicas (CD8+) também parecem desenvolver um papel importante no
processo de cura na leishmaniose experimental, pela modulagédo da atividade de
células T CD4+ ou possivelmente via efeito citolitico direto em macréfagos
infectados. Em resposta ao estimulo com antigenos de Leishmania, essas células
proliferam em nameros significativos (DA-CRUZ et al., 1994).

Foi constatado que as células T CD4+ proliferaram em maior freqiiéncia que
as células T CD8+ antes do tratamento quimioterapico, sendo encontrada situacéo
semelhante em individuos sadios. Ao final da terapia, observou-se um aumento da
populacdo de células T CD8+ e um declinio na populagdo de células CD4+,
sugerindo uma maior participacdo das células T citotoxicas nos processos de cura
(DA-CRUZ et al., 1994; SCOTT et al., 2004).

Além disso, a determinacao da resposta do tipo Thl e Th2 também pode ser
influenciada pelo tipo de cepa e a dose inoculada do parasito, pelo sitio de
inoculacdo, pela saliva de algumas espécies de fleb6tomos, além dos aspectos
imunolégicos e predisposi¢do genética do hospedeiro (ROGERS et al., 2002).

Visando caracterizar e compreender de forma mais completa a resposta
imune na LTA em Pernambuco, trabalhos futuros serdo desenvolvidos abordando a
caracterizacdo fenotipica das PBMC responsivas as fracdes antigénicas soluvel e
insolavel de L. (V.) braziliensis, através da citometria de fluxo, realizacdo de
dosagem de citocinas em sobrenadante de cultura, além da realizacdo de RT-PCR.
Tais analises serdo feitas ndo s6 para verificar a influéncia do tratamento, mas
também para avaliar a resposta de pacientes curados espontaneamente.

Como a maioria dos estudos envolvendo a resposta imune na leishmaniose
utiliza espécies do Velho Mundo, principalmente a L. major, a investigacdo trouxe
maiores esclarecimentos a respeito dos aspectos imunoldgicos envolvidos na
infeccdo por L. (V.) braziliensis em nossa regiao.

Os resultados obtidos neste estudo e nos proximos a serem realizados

poderdo contribuir para a busca de novas moléculas antigénicas capazes de induzir
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uma resposta imune protetora, podendo ser utilizadas no futuro no desenvolvimento

de vacinas, como também no diagnéstico e na quimioterapia.
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8 CONCLUSAO

1) Os isolados do parasito, obtidos do cultivo in vitro de promastigotas,
confirmam que L. (V.) braziliensis € a Unica espécie até o momento responsavel pela
LTA em PE. Esta identificacdo é essencial para entender os aspectos clinicos e
epidemiologicos, sobretudo para o diagnostico e para o desenvolvimento de terapia
e prevencao desta doenca.

2) Considerando que a persisténcia parasitaria, apés a cura clinica, é
uma importante caracteristica da infeccdo por Leishmania e pode induzir uma
resposta imunoldgica protetora e resistente a re-infec¢do, pode-se concluir que ha
resposta proliferativa especifica de PBMC de pacientes com LTA antes e ap0s
tratamento quimioterapico frente a fragdo antigénica solavel de L. (V.) braziliensis.

3) A producdo de IFN-y e IL-10, antes e apOs tratamento
guimioterapico, indica que os pacientes produziram uma resposta celular especifica,
sugerindo que mecanismos de regulacado imunoldgica com a participacao de células
T de memodria e células T regulatérias, além da dicotomia Thl x Th2 estédo presentes

na evolucéao clinica desses individuos.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Caracterizacdo da resposta imune celular re portadores de Leishmaniose
Tegumentar Americana antes e apés tratamento quimierapico, utilizando-se a fracdo
antigénica soluvel dd_eishmania brazliensis’.

= T , condo em participar
voluntariamente neste projeto que sera desenvolvidoCentro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes da Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRBd).informado que o objetivo
principal do referido projeto é a investigacdo dappsta imunoldgica dos pacientes com
leishmaniose tegumentar ativa antes e ap0s tratargaimioterapico, estando ciente que este
documento é feito em duas vias, ficando uma emepdsparticipante e a outra com a equipe.
Serei submetido a coleta de sangue venoso anf@ssdratamento quimioterdpico e a
exames gue incluirdo a pesquisa direta; puncaoatsispi e bidpsia da borda da leséo ativa.
Todo procedimento sera realizado com material ésiéscartavel e por profissionais de
saude de reconhecida capacidade para executao@sdpnentos, podendo ser considerado
iIsento de riscos.
Esse trabalho trard grande beneficio, pois indisar@s citocinas avaliadas, Ik-IL-4
poderdo ser usadas como marcadores da respog@LitiEsa.

Antes de minha participacao no referido projetojrfaentivado a pedir esclarecimento
adicional que julgasse necessario, esclarecidampqguarticipante do projeto.

Autorizo a Fundacédo Oswaldo Cruz (CPqAM/FIOCRUA4)tiéizacéo das informacgdes
obtidas através dos resultados dos procedimentoseanides, congressos e publicacdes
cientificas preservando, neste caso, a minha ol Autorizo, também que o
CPgAM/FIOCRUZ poderéa estocar amostra biologica pasderiores estudos.

Assinatura do paciente data
Assinatura da testemunha data
Assinatura do médico responsavel — CPgAM/FIOCRUZ data

Endereco profissional: Ambulatério de Dermatologim Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Av. Bwmaégo, sh Recife, fone: (81)
34215003.
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ATUALIZACAO

MECANISMOS IMUNOLOGICOS
NA RESPOSTA CELULAR E HUMORAL
NA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

Luiza de Campos Reis, Maria Edileuza Felinto de Brito, Marina de Assis Souza e
Valéria Régo Alves Pereira

RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana ¢ uma doenga antropozonotica, causada por diferentes
espécies de Leishmania, cujas manifestagdes clinicas variam de lesdes cutineas, que tendem
para a cura espontanea, até graves lesdes mucocutaneas mutilantes. As infecgdes por Leishmania
podem levar a uma resposta imunologica especifica por parte do hospedeiro, caracterizada pelo
aumento de células T CD4" e um perfil de citocinas Th1 ou Th2. Infecgdes por L. major, que é o
modelo mais bem estudado, quando ocorrem em camundongos resistentes (como C57BL/6, CBA,
C3H) estdo associadas a uma resposta Thl, enquanto em camundongos susceptiveis (BALB/c)
vinculam-se a resposta do tipo Th2. A resposta imune em humanos néo ¢ bem caracterizada como
0 ¢ em camundongos e envolve o papel das citocinas, das moléculas co-estimulatorias e da saliva
do flebétomo. Paralelamente a existéncia de uma resposta imunoldgica por parte do hospedeiro,
a sobrevivéncia e a persisténcia parasitaria dependem de estratégias de escape da resposta imune
adaptativa.

DESCRITORES: Leishmaniose tegumentar americana. Leishmania. Citocinas.
Resposta imune.

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenga
antropozonotica causada por varias espécies de protozoarios do género Leishmania,
que acomete pele e/ou mucosas e cartilagens e representa um sério problema de
saude publica (WHO, 2003).

No Brasil, apresenta uma incidéncia de 35.000 casos notificados/ano.
As espécies de Leishmania envolvidas na transmissdo sdo representadas por uma
espécie do subgénero Leishmania e cinco do subgénero Viannia (Marzochi, 1992;
FUNASA, 2002). A transmissdo da doenga ocorre no ato da hematofagia pelas

1 Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes — CPqAM/FIOCRUZ.

Endereco para correspondéncia: Dra. Valéria Pereira. Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Av.
Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, Recife, Pernambuco,
Brasil. Fax: 55 (81) 3453-2449 ¢ 55 (81) 2101-263 1. Email: valeria@cpqam.fiocruz.br
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fémeas infectadas de dipteros pertencentes ao género Phlebotomus, no Velho
Mundo, e ao género Lutzomyia, no Novo Mundo (WHO, 2003).

A Leishmania apresenta as formas promastigota e amastigota. As formas
promastigotas metaciclicas sdo flageladas, responsaveis pela transmissao da
doenga e encontradas no inseto vetor, enquanto as amastigotas sdo encontradas no
sistema fagocitico do hospedeiro vertebrado (Hoare & Wallace, 1966). As formas
clinicas da LTA dependem de fatores do parasito, do vetor e de suas caracteristicas
epidemiologicas, além da constituicao genética e imunologica do hospedeiro.

A infecgio pode ser assintomatica ou apresentar um espectro que varia
desde lesdes cutaneas localizadas ou disseminadas, forma cutanea-difusa, até graves
lesdes mucocutaneas (Grimaldi & Tesh, 1993). As manifestagdes clinicas estdo
geralmente associadas a uma espécie de Leishmania, embora algumas espécies
possam causar diferentes formas clinicas (Garcia et al., 2005).

Sao seis as espécies encontradas no Brasil: Leishmania (Viannia)
braziliensis, responsavel pela leishmaniose cutanea localizada, disseminada e
mucocutanea; Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) lainsoni,
Leishmania (Viannia) shawi, Leishmania (Viannia) naiffi, responsaveis pela
leishmaniose cutinea localizada e Leishmania (Leishmania) amazonensis,
responsavel pela leishmaniose cutanea localizada e difusa (Lainson & Shaw, 1987;
Gramiccia & Gradoni, 2005).

O diagnéstico é feito pelaassociagdo dos aspectos clinicos, epidemioldgicos
¢ laboratoriais (Manson-Bahr, 1987; Kar, 1995). Infec¢des parasitarias podem levar
a uma resposta imunoldgica especifica por parte do hospedeiro, caracterizada pelo
aumento de células T CD4" e um perfil de citocinas Thl ou Th2 (Kemp, 1997;
Bogdan & Rollinghoff, 1998). Paralelamente a essa resposta, a sobrevivéncia da
Leishmania depende da evasdo do sistema imune do hospedeiro ¢ esse parasito ¢
altamente adaptado ao escape dos efeitos da imunidade humoral e da imunidade
celular (Sacks & Sher, 2002; Zambrano-Villa et al., 2002).

Nessa atualiza¢@o, abordaremos os mecanismos imunoldgicos envolvidos
na resposta do hospedeiro, nos modelos murino e humano, ante a infecc@o por LTA,
além das estratégias de evasdo do parasito a resposta imune do hospedeiro.

ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA LTA EM MODELO MURINO

A infecgdo experimental em camundongos tem sido utilizada para
examinar aspectos da relag@o parasito-hospedeiro na leishmaniose, como o
controle genético de susceptibilidade e resisténcia, o papel da resposta imune
mediada por células e a interagdo parasito-macrofago (Handman et al., 1979; Scott
& Farrell, 1998).

A infecgdo em camundongos com promastigotas de L. major ¢ o melhor
modelo no estudo das doengas cronicas infecciosas que envolvem a ativagio de
células T CD4* (Scharton & Scott, 1993; Scott & Farrel, 1998). Os camundongos
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geneticamente susceptiveis desenvolvem lesdes cutaneas no sitio de inoculagido
e falham no desenvolvimento de uma resposta imune ao parasito mediada por
células; ja os camundongos resistentes parecem curar-se rapidamente, gragas a
uma forte resposta imune celular, e mostram-se resistentes a novas reinfecgdes. A
resisténcia ¢ conferida por células Th1, enquanto a susceptibilidade é conferida por
células Th2 (Locksley et al., 1987; Awasthi et al., 2004). A dicotomia Th1 X Th2
¢ observada nesse modelo e esta associada a produgio de IL-4 em camundongos
susceptiveis e de [FN-y em camundongos resistentes, no que concerne a L. major
(Heinzel et al., 1989).

Muitas linhagens de camundongos resistentes, como C57BL/6, CBA ¢
C3H, desenvolvem uma doenga autolimitada quando infectadas com L. major ou
L. tropica. Neste caso, apresentam um aumento na producgéo de IL-12, que ativa
células NK, e células T CD4" e CD8" para produzirem IFN-y, necessario para o
desenvolvimento da resposta Th1 (Howard et al., 1980; Rogers et al., 2002).

Linhagens susceptiveis, como BALB/c, apresentam uma doenga
progressiva e severa, com um aumento na expressdo de mRNA para IL-4 e na
produgio de IL-5, IL-10 e IL-13 (Howard et al., 1980; Scott & Farrel, 1998;
Himmelrich etal., 2000). IL-4 diminui a regulagao da expressdo da subunidade 3 dos
receptores da IL-12 nas células Th1, suprimindo o desenvolvimento de [FN-y, o que
leva ao desenvolvimento da resposta Th2 (Wang et al., 1994; Carrera et al., 1996).

A IL-10 desempenha um papel fundamental na inibi¢do da ativagdo
macrofagica e contribui para o crescimento do parasito nas lesdes, uma vez que
camundongos BALB/c IL10” mostraram-se capazes de controlar a progressao
da doenga durante infeccdo por L. major (Kane & Mosser, 2001). Tem sido
demonstrado que células NK representam uma fonte inicial de IFN-y, que ¢ um
importante mediador da resisténcia inata contra o parasito (Becker et al., 2003).
Camundongos com imunodeficiéncica combinada severa (SCID), os quais tém
perda das fungdes de células T, mas possuem células NK normais, sdo capazes de
controlar os parasitos de L. major. A neutralizacdo de IFN-y ou deplegdo dessas
células NK, antes da infecgdo, inibe a habilidade que esses animais tém para
controla-la (Laskay et al., 1993; Korbel et al., 2004). Anticorpos anti-Leishmania
tém sido demonstrados in vifro promovendo a lise dos promastigotas na presenca do
Complemento, o que facilita a fagocitose (Liew, 1990). Outro fator que influencia
a resposta do tipo Thl ou Th2 ¢ a saliva de algumas espécies de flebotomos que
contém substancias que facilitam a infecg¢@o (Gillespie et al., 2000). Duas sdo
as moléculas mais investigadas. A primeira ¢ a Maxadilan (MAX), presente nas
glandulas salivares de Lutzomyia longipalpis, que inibe as fung¢des das células
T e dos macréfagos em relagdo a producdo de NO, H,O, e a secre¢do de TNF-
o e aumenta a secregdo de prostaglandina E,. A segunda ¢ a Apyrase, molécula
vasodilatadora mais abundante em Phlebotomus papatasi, que inibe as fungdes das
células T e também a produgao de citocinas Th1, aumentando a produgdo de IL-4 ¢
ocasionando uma infec¢o exacerbada (Mbow et al., 1998; Gillespie et al., 2000).
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RESPOSTA IMUNE HUMANA E SUAS FORMAS CLINICAS

Em humanos, a resposta imune a infec¢do por Leishmania nao € tao bem
caracterizada como a resposta em camundongos, em virtude de sua complexidade.
Esta resposta envolve o papel das citocinas, das moléculas co-estimulatorias e da
saliva do flebotomo (Rogers et al., 2002).

Em todas as formas clinicas da LTA, a resposta imune ¢ dependente
de células T e, de maneira geral, aceita-se que a diferenga entre resisténcia e
susceptibilidade a infecgdo por Leishmania esta relacionada com o nivel de
expansdo de células Thl e Th2 (Pirmez et al., 1993; Bacellar et al., 2002). Pacientes
que contraem a forma cutdnea localizada desenvolvem uma resposta do tipo Thl
no nivel das lesdes. As lesdes mucocutaneas, que constituem uma forma cronica
associada a destrui¢do de mucosas, caracterizam-se por uma mistura de resposta dos
tipos Th1 e Th2, enquanto pacientes com a forma difusa exibem uma resposta quase
exclusivamente do tipo Th2 (Caceres-Dittmar et al., 1993; Pirmez et al., 1993).

Na leishmaniose humana, o papel da resposta imune celular do tipo Thl
tem sido associado ao controle da infecgdo. O evento crucial para indugio da resposta
imune curativa contra a Leishmania é a eficiente ativagio de células capazes de produzir
citocinas protetoras que levem a ativagdo de macrofagos, via IFN-y, resultando na
sintese de intermediarios de nitrogénio e oxigénio reativo e, conseqlientemente, na
morte dos parasitos intracelulares (Salaizo-Suazo et al., 1999).

Ha um consenso geral de que as células T e a imunidade mediada por
células contribuem para a patogénese das diferentes formas de LTA. Embora estudos
avaliem a resposta humoral na LTA, ainda ndo estd completamente esclarecido o
papel de anticorpos especificos na imunidade contra Leishmania (Trujillo et al.,
1999; Souza et al., 2005). Nas leishmanioses cutdnea e mucocutanea, a imunidade
celular e a predominancia de isotipos I1gG1, IgG2 e IgG3 tém sido associadas a
resposta do tipo Thl; ja o perfil Th2 tem sido relacionado com a leishmaniose
cutanea difusa, com presencga de IgG4 (Rodriguez et al., 1996; Souza et al., 2005).
Pacientes com um maior tempo de evolucdo da doenga apresentam altos niveis
de IgE e em pacientes com a forma mucocutanea, os niveis de IgA se mostram
aumentados (O’Neil et al., 1993). Correlagio positiva entre os niveis de IgE com o
tamanho da intradermorreagdo e uma correlagdo inversa entre os niveis de IgE com
o numero de lesdes foram observadas por Sousa-Atta et al. (2002).

A intensidade da resposta humoral parece estar relacionada com a carga
parasitaria e com a cronicidade da infecg@o. Podem ser observados altos titulos de
anticorpos em todas as manifestagdes clinicas da LTA (Trujillo et al., 1999).

Na forma cutanea localizada, as lesdes sdo geralmente ulceradas e
apresentam poucos parasitos com tendéncia para a cura espontdnea ou uma boa
resposta ao tratamento (da-Cruz et al., 2002). Ha uma forte resposta de células T,
com citocinas do tipo Th1, como IFN-y e IL-12, e uma alta freqiiéncia de células B
(Lougzir et al., 1998; Vieira et al., 2002).
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A leishmaniose cutdnea disseminada é caracterizada por varias lesdes
acneiformes e papulares, com parasitos raros ou ausentes, e ¢ freqiiente o envolvimento
das mucosas. As respostas imunoldgicas sdo bem variadas, tanto ha uma forte resposta
de células T como uma auséncia de imunidade celular (Carvalho et al., 1994).

Individuos com leishmaniose cutinea difusa apresentam multiplos nddulos
e falham em produzir uma resposta imune mediada por células durante a infecgéo,
sendo incapazes de controlar a multiplicagdo parasitaria e a progressao da doenga em
conseqiiéncia da falta da expressao de mRNA para [FN-y e da baixa expressdo para
IL-2. Apresentam ainda elevados titulos de anticorpos especificos contra Leishmania
(Bomfim et al., 1996; Trujillo et al., 1999). Esses pacientes ndo apresentam cura,
sdo altamente resistentes a quimioterapia e exibem uma resposta do tipo Th2, com
elevados niveis de IL-4 (Caceres-Dittmar et al., 1993; Bomfim et al., 1996).

A leishmaniose mucocutanea (LM) ¢ caracterizada por lesdes destrutivas
das mucosas, principalmente boca e nariz, nao ocorrendo cura espontanea. Apresenta
uma elevada resposta por células T especificas, tanto Thl como Th2, sendo
direcionada para uma resposta do tipo Th1 que ¢ mais forte quando comparada com
lesdes cutaneas localizadas. A resposta exacerbada do tipo Th1 esta associada a uma
cronica e severa destrui¢do tecidual, em razio de uma forte resposta inflamatdria, e
a escassez de parasitos nas lesdes (Marsden, 1986; Bacellar et al., 2002; Matos et al.,
2005). Altos niveis de citocinas pré-inflamatorias TNF-o e IFN-y sdo produzidas,
além de IL-4. Essa resposta é fracamente regulada por IL-10 e TGF-f3, encontradas em
niveis diminuidos, mostrando que uma resposta inadequada do tipo Th1, considerada
protetora na maioria das formas dessa doenga, pode levar a uma imunopatogénese
exacerbada (Bacellar et al., 2002; Amato et al., 2003). A LM esta também associada
a elevados niveis de anticorpos circulantes, como IgGl e, principalmente, IgG3
(Rodriguez et al., 1996; Junqueira Pedras et al., 2003). A ativacdo de células T ¢
também influenciada pela co-estimulagdo dessas células pelas células que apresentam
antigenos. A co-estimulagdo através da molécula CD28 nas células T resulta na
eficiente ativagdo e proliferacdo de células T induzidas pelo antigeno e prolonga a
sobrevivéncia celular e a producao de citocinas (Elloso & Scott, 1999).

Estudos sugerem que a expressao de CD40, CD80 e CD86 tem um impacto
significante na resposta imune anti-Leishmania. O bloqueio dessas moléculas
promovera significante inibicdo na produc@o de IFN-y, IL-5 e IL-12 (Brodskyn et
al., 2001). Recentes estudos demonstram que a reposta Th1, formada apés infec¢@o
por L. braziliensis, ¢ acompanhada pela resposta de células T produtoras de IL-10
(Antonelli et al., 2004). Citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-12 podem ser tdxicas
quando produzidas em quantidades elevadas e a IL-10 bloqueia a ativa¢o de células
Thl e, conseqiientemente, previne a superprodugio dessas citocinas, evitando
dano tecidual (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998). A IL-10 também inibe a ativagio
macrofagica, como a expressao de moléculas co-estimulatdrias como B7.1 (CD80)
e B7.2 (CD86) e moléculas de adesdo intercelular, diminuindo a habilidade dessas
células em destruir a Leishmania (Ding et al., 1993; Bourreau et al., 2001).
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Da mesma forma como foi demonstrado em modelo murino, as células
NK também sdo decisivas na resposta de cura e eliminagdo de parasitos na
leishmaniose humana (Maasho et al., 1998). Dois fatos tém sido demonstrados:
promastigotas de L. donovani e L. aethiopica ativam células NK humanas
a secretarem IFN-y na auséncia de outras células que apresentam antigeno;
a estimulagdo direta de TLR (receptor toll-like)-tipo 2 de células NK pelo
lipofosfoglicano (LPG) de L. major leva a uma expressdo elevada desse receptor
e aumenta a produgo de IFN-y e TNF-a, sugerindo a existéncia de uma rota
adicional independente de células acessorias na ativagdo de células NK na
leishmaniose (Becker et al., 2003; Nylen et al., 2003; Korbel et al., 2004).

A resposta imunoldgica humana também ¢ influenciada pelas moléculas
contidas na saliva dos fleb6tomos, como proteinas, enzimas e prostaglandinas.
Além de serem anticoagulantes e vasodilatadores, atuam na supressdo da resposta
inflamatdria e na modulagdo de citocinas (Gillespie et al., 2000). Segundo Coler
& Reed (2005), a quimioterapia, associada a resisténcia a drogas e a toxicidade,
enfatiza a necessidade de uma vacina eficaz contra a leishmaniose que induza uma
correta resposta imune, como, por exemplo, uma resposta Th1. Os primeiros estudos
foram realizados nos paises asiaticos, onde foram inoculadas cepas virulentas vivas
de Leishmania na populagao, pratica conhecida como leishmanizagio, cujo objetivo
seria a imunidade duradoura a reinfecgio apds a cura da leso, o que tem sido eficaz
na leishmaniose cutanea no Velho Mundo (Khamesipour et al., 2005).

Desde a década de 1980, tém sido realizados estudos visando obter
uma conduta terapéutica alternativa para LTA (Mayrink et al. 1979, 1992,
2006). Machado-Pinto et al. (2002) associaram o antiménio com uma vacina de
promastigotas mortas de L. amazonensis e observaram que essa imunoquimioterapia
foi altamente eficaz no tratamento da LTA. Vacinas utilizando preparagdes
antigénicas de varias espécies de Leishmania, com ou sem BCG como adjuvante,
tém sido testadas tanto para a forma cutinea como para a visceral (Coler & Reed,
2005). Moléculas imunogénicas presentes na saliva de flebotomos também podem
atuar como adjuvantes no desenvolvimento de vacinas, visto que, em modelo
experimental, a pré-exposi¢éo a saliva protege contra uma infecgdo exacerbada
causada por L. major e L. amazonensis, sugerindo que uma vacina baseada na
saliva de flebotomos pode ser efetiva (Gillespie et al., 2000; Kamhawi, 2000).

Progressos também ocorreram nos estudos de novos antigenos candidatos
a vacinas de segunda geracdo contra leishmaniose. Para uma vacina ideal, esses
antigenos, como LmSTI1, TSA e LelF, preferencialmente devem estar conservados nas
diferentes espécies de Leishmania expressas abundantemente na superficie do parasito
(Coler & Reed, 2005). Dados experimentais t€ém demonstrado que a combinacao
entre células T de memoria central e de memoria efetora € mais efetiva no combate as
infecgdes (Zaph et al., 2004). Ainda permanecem alguns questionamentos em relacdo
a essas células e maiores investigagdes sdo necessarias, de modo que contribuam para
o desenvolvimento de vacinas contra Leishmania (Gollob et al., 2005).
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Uma caracteristica comum em infecgdes por Leishmania, apds cura
clinica da doenga, € a persisténcia parasitaria. Varios mecanismos imunologicos,
como modulagio das atividades microbicidas do hospedeiro, sintese de citocinas
inibitorias, falha na ativa¢do de células T ou isolamento do parasito dentro de
células que ndo produzem uma resposta imune, promovem a persisténcia do
parasito. Esse fato talvez possa ser explicado como uma garantia da transmissao e,
conseqiientemente, da manutencao do ciclo do parasito (Aebischer, 1994; Mendonga
etal., 2004). A demonstragdo dessa persisténcia em individuos curados clinicamente
levanta varias questdes a respeito da evolucao clinica, da epidemiologia e das
estratégias para o controle da leishmaniose (Mendonga et al., 2004).

ESTRATEGIAS DE EVASAO DO PARASITO

As infec¢des por Leishmania sdo caracterizadas pela habilidade que
tém estes parasitos para escapar da destruigdo extracelular e penetrar em células
fagociticas, onde vao resistir ao seu poder antimicrobiano, persistindo mesmo
na presenga de resposta imune celular do hospedeiro (Bogdan et al., 1996;
Cunningham, 2002; Rogers et al., 2002).

Amanifestagdo da doenga requer mecanismos que permitam a replicacdo do
parasito no hospedeiro e sua resisténcia, pelo menos inicialmente, as defesas imunes
inatas e adquiridas. O primeiro mecanismo de escape dos promastigotas ¢ evitar a
lise direta através do sistema Complemento, tendo a participagao de glicoproteinas e
agucares da membrana do parasito, do LPG e da metaloproteinase gp63. Estes atuam
por fosforilagdo, inativando componentes do sistema Complemento como o C3, C5
e C9, com a subseqiente inibi¢do das vias classicas e alternativas do Complemento.
Também impedem o acesso do complexo de ataque a membrana (C5b-C9). A gp63
protege o parasito através da acelerada conversdo proteolitica na superficie do
parasito do C3b para C3bi que funciona como uma opsonina, facilitando a ligagdo
com receptores do Complemento tipo 3 (CR3) nos macréfagos (Bogdan et al., 1996;
Bogdan & Rollinghoff, 1998). Ao escaparem do meio extracelular, os parasitos
irdo penetrar nas células fagociticas através da interagdo com os receptores dos
macréfagos e com as moléculas da superficie do parasito (Sacks & Sher, 2002). Essa
ligac@o pode ser direta, via parasito-macrofago, ou indireta, através de moléculas
do soro associadas com moléculas do parasito e com os macrofagos. Geralmente
os promastigotas sdo opsonizados pelos C3b e C3bi, que se fixam respectivamente
nos CR1 e CR3 do macréfago. Outra molécula de superficie do parasito, a GIPL
(glicoinositolfosfolipideo), ao que tudo indica tem um importante papel na ligacao
do parasito ao macrofago, uma vez que, em estudos anteriores, anticorpos contra essa
molécula bloquearam a internalizagdo do parasito (Bogdan & Rollinghoff, 1998).
Portanto, para o estabelecimento da infecgdo, a Leishmania precisa sobreviver ao
processo de fagocitose que envolve a invasdo em células-alvo seguras, a inibigao da
formagao do fagolisossomo e a remogao dos radicais hidroxilas ¢ anions superdxidos
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através do LPG, a inibi¢do da degradacao das enzimas do fagolisossomo pela gp63,
a transformagdo em amastigotas que sao mais resistentes as enzimas 6xido nitrico
(NO) e peroxido de hidrogénio (H,0,) e ao pH 4cido do fagolisossomo.

A Leishmania utiliza outros mecanismos que auxiliam nas estratégias de
escape da defesa do hospedeiro. A modulagdo de citocinas pode ocorrer através da
inibi¢do/desativagdo de macrdfagos, pela supressdo ou perda da indugdo da ativagao
de citocinas; a inibigdo da apresentagdo de antigeno e da estimulagio de células T,
pela supressdo, internalizagdo e degradagdo de moléculas MHC II e a alterago da
fungio/diferenciagio de células T, através da indugdo e expansdo de células do tipo
Th2 (Bogdan & Rollinghoff, 1998; Cunningham, 2002; Forget, 2004). Os antigenos
sdo processados dentro dos macrdfagos e apresentados as células T CD4" que
determinardo uma resposta do tipo Th1 ou Th2. O tipo de cepa e a dose inoculada
do parasito, o sitio de inoculagdo, a saliva de algumas espécies de flebotomos,
aspectos imunologicos e predisposi¢do genética do hospedeiro podem influenciar
nessa resposta (Rogers et al., 2002). Também ha evidéncias de que as formas
amastigotas do parasito, opsonizadas por IgG, podem ser fagocitadas via receptor
Fc dos macrofagos. Essa ligagdo do patdgeno com receptores dos macrofagos pode
alterar o perfil de citocinas secretadas, prevenindo a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias (Pleass & Woof, 2001).

Kima et al. (2000), utilizando camundongos nocaute para cadeia y do
receptor Fc, mostraram que esses animais foram refratarios a infecgdo do parasito
do complexo L. mexicana. Além disso, experimentos com camundongos nocaute
para a citocina IFN-y indicaram que a ligagdo de formas amastigotas de Leishmania
ao Fc yR da superficie de macrofagos, via IgG do hospedeiro, resulta na produgio
de altos niveis de IL-10 e, conseqiientemente, bloqueia a habilidade dos macréfagos
de matar os parasitos (Kane & Mosser, 2001).

Recentes estudos sugerem que microrganismos patogé€nicos podem
modular ou interferir no reconhecimento de padrdes mediados pelos receptores
toll-like (TLRs) e podem usar os TLRs como um mecanismo de escape do
hospedeiro (Netea et al., 2004). Os TLRs reconhecem padrdes moleculares
associados a patdgenos (PAMPs) e isso induz a produgao de sinais responsaveis pela
ativagdo de genes importantes para uma defesa imune do hospedeiro, especialmente
de citocinas pré-inflamatorias. A auséncia de sinaliza¢do intracelular sobre a ligagao
de PAMPs com TLRs resulta no aumento da susceptibilidade a parasitos, como
L. major (de Veer et al., 2003). Embora outros TLRs possam estar envolvidos,
camundongos nocautes em TLR-tipo 4 (C3H/HelJ) sdo capazes de iniciar uma
resposta imune inata contra antigenos de L. braziliensis (Borges et al., 2001).

Hawlisch et al. (2005) verificaram o efeito supressor do Complemento C5a
na polarizag@o para Thl, no qual foi evidenciada, pela resisténcia do camundongo
BALB/c nocaute para o receptor C5a, a infec¢do por L. major. Nesse modelo
de estratégia de evasdo, L. major levou a ativagdo do sistema Complemento por
suprimir a imunidade mediada por célula induzida pelo TLR.
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Um dos importantes aspectos de doengas como a leishmaniose ¢ a
imunidade concomitante, resultante do longo tempo de persisténcia do patégeno
no hospedeiro. A persisténcia de L. major apds cura, em pele de camundongos
resistentes C57BL/6, é controlada por uma populagdo de células T regulatorias
CD4°CD25". Durante infecg@o por L. major, essas células acumulam-se na derme,
onde suprimem, por mecanismos dependentes ou ndo de IL-10, a habilidade
de células T efetoras CD4*CD25" eliminarem o parasito no sitio de infecgdo. A
imunidade obtida em camundongo com atividade prejudicada de IL-10 ¢ seguida
da perda de imunidade a reinfec¢io, indicando que o equilibrio estabelecido entre
células T efetoras e reguladoras nos sitios de infec¢@o cronica podem refletir
estratégias de sobrevivéncia do parasito e do hospedeiro (Belkaid et al., 2002).
A compreensdo dessa complexa interagdo entre hospedeiro e parasito podera
influenciar no desenvolvimento de novas estratégias de profilaxia e terapia.

ABSTRACT

Immunological mechanisms in the cellular and humoral response in the American
tegumentary leishmaniasis

The American tegumentary leishmaniasis is an anthropozoonotic disease caused by
different Leishmania species, whose clinical manifestations varies from benign self-
healing cutaneous lesions to severe mutilating mucocutaneous lesions. Leishmania
infections may lead to a specific immunological response by the host, characterized
by the increase of T CD4" cells, showing a profile of cytokine Th1 or Th2. Infections
by L. major, the best model studied, in resistant mice (C57BL/6, CBA, C3H) are
associated with a Thl response, whereas in susceptible mice (BALB/c), with a
Th2 type response. Nevertheless the immune response in humans is not as well
characterized as the response in mice and it involves the role of cytokines, co-
stimulatory molecules and sand flies saliva. Altogether with the existence of an
immunological response by the host, the survival and the persistence of the parasites
depend of escaping strategies from adaptive immune response.

KEYWORDS: American tegumentary leishmaniasis. Leishmania. Cytokines.
Immune response.
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APENDICE D — ARTIGO EM PREPARACAO

CARACTERIZAQAO DA RESPOSTA IMUNE CELULAR EM PORTADO RES DE
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA ANTES E APOS TRAT AMENTO
QUIMIOTERAPICO
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RESUMO

As infeccdes por Leishmania apresentam uma resposta imune especifica por parte
do hospedeiro, dependente de células T, apresentando um perfil de citocinas Thl e
Th2. Neste estudo os objetivos foram avaliar a resposta linfoproliferativa e identificar
a producdo das citocinas IFN-y e IL-10 em células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) de pacientes com LTA antes e 12 meses ap0s o término do
tratamento quimioterdpico com Glucantimell e de individuos saudaveis, frente a
estimulos da fragdo antigénica soltuvel de L. (V.) braziliensis e de Concanavalina A
(ConA). Em relacdo ao antigeno, nenhum individuo do grupo controle apresentou
linfoproliferacdo. Os pacientes apresentaram elevada resposta proliferativa antes e
apos tratamento, embora sem diferenca estatistica ao comparar esses dois
momentos. A analise na producdo das citocinas IFN-y e IL-10 identificou diferenca
significativa ao comparar o grupo de pacientes em relagdo ao controle. Apés
tratamento quimioterapico, embora sem diferenca estatistica, a dosagem dos
sobrenadantes dos pacientes revelou diminuigdo nos niveis de IFN-y e aumento de
IL-10. Estes resultados indicam que os pacientes produziram uma resposta celular
especifica a fracdo antigénica soluvel de L. (V.) braziliensis, sugerindo que
mecanismos de regulacdo imunoldgica com a participacédo de células T de memoaria
e células T regulatorias, além da dicotomia Thl x Th2 estdo presentes na evolucao

clinica desses individuos.



REIS, L. C. 111

INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca causada por
protozoarios digenéticos pertencentes ao género Leishmania, de transmisséo
vetorial, acometendo pele, mucosas e cartilagens. As formas clinicas da LTA
dependem da espécie do parasito, do vetor, além das caracteristicas
epidemiologicas, constituicdo genética e condicdo imunolégica do hospedeiro
(ROGERS et al., 2002).

As infec¢des por Leishmania levam a uma ativacdo especifica da resposta
imunologica por parte do hospedeiro. HaA uma expansédo de varios tipos de células,
caracterizada sobretudo por linfécitos T CD4", apresentando um perfil de citocinas
Thl ou Th2 (HOLZMULLER et al., 2006; REIS et al., 2006). Se a resposta for do tipo
Thl, citocinas como IL-2, IFN-y, TNF-a e IL-12 serdo produzidas, promovendo
ativacdo de macrofagos e, consequentemente, destruicdo dos parasitos. Por outro
lado, se a resposta for do tipo Th2 serdo produzidos IL-4 e IL-10. Estas citocinas
provocardo uma baixa ativacdo macrofagica e, consequentemente, as formas
clinicas aparecerdo. A Leishmania € capaz de direcionar a diferenciacdo de células
T para uma resposta do tipo Th2, caracterizada pela persisténcia da infeccéo
(BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998; REIS et al., 2006).

Os estudos imunolégicos na infeccao por L. (V.) braziliensis estavam limitados
aos estudos em humanos devido a falta de um modelo experimental para essa
espécie. Em 2005, Moura et al. estabeleceram um modelo experimental para L. (V.)
braziliensis utilizando camundongos BALB/c que apresentaram evolucdo clinica
semelhante do homem. Entretanto, a dificuldade existente no estabelecimento desse
modelo experimental ainda contribui para o surgimento de estudos com pacientes
(CARVALHO et al., 1995; CONCEIQAO-SILVA et al., 1990; COUTINHO et al., 1996;
DA-CRUZ et al., 2002; FARIA et al., 2005; LEOPOLDO et al., 2006; TELINO et al.,
2005; TOLEDO et al., 2001).

Apesar dos antimoniais serem as principais drogas contra a Leishmania ainda
nao se sabe corretamente o mecanismo de acao das mesmas (ARMIJOS et al.,
2004; YARDLEY et al., 2006). E o mecanismo imune envolvido no processo de cura
pode ser provavelmente diferente em cada tipo de tratamento. A quimioterapia

associada a resisténcia a drogas e a toxicidade enfatizam a necessidade de uma
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vacina eficaz contra a leishmaniose que promova uma correta resposta imune, como
uma resposta Thl (COLER; REED 2005). Para isso, estudos de novos antigenos
potencialmente candidatos a vacinas e para testes de diagnosticos sdo necessarios
(COLER; REED, 2005; HABERER et al., 1998).

Estudos anteriores, realizados por Brito et al. (2001), demonstraram que a
fracdo antigénica soluvel de L. (V.) braziliensis, constituida por proteinas
provenientes do citoplasma do parasito, promoveu resposta anticorpica em
pacientes com LTA. Foi observado uma diminuicdo na reatividade anticérpica
guando comparado soros de pacientes apresentando lesdes ativas, antes e apés
tratamento especifico. Resultado similar foi observado em individuos com cura
espontanea, sugerindo que esses antigenos poderiam ser usados como marcadores
de cura.

Visto que a imunidade mediada por células T desenvolve um papel
fundamental na resposta do hospedeiro ao parasito Leishmania e que o papel de
anticorpos especificos na resposta imune nao esta completamente esclarecido
(TRUJILLO et al., 1999), faz-se necessério caracterizar a resposta imune celular de

PBMC ao estimulo com este antigeno antes e ap0s o tratamento.

Além disso, a L. (V.) braziliensis é a principal espécie responsavel pela LTA
no Brasil e tem a capacidade de causar desde a forma cuténea localizada até graves
lesGes mucocutaneas multilantes (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Embora estudos semelhantes tenham sido realizados por outros autores,
foram avaliadas as respostas celulares a fragcdes antigénicas totais de L. (V.)
braziliensis (DA-CRUZ et al., 2002; TELINO et al.,, 2005; TOLEDO et al., 2001).
Portanto, essa compreensao permitira o estudo e a identificacdo de novas moléculas

imunogénicas do parasito potencialmente candidatas a vacinas.

MATERIAIS E METODOS
POPULACAO DE ESTUDO

Foram selecionados quinze pacientes, de ambos os sexos, com idade
superior a 12 anos, portadores de lesfes ativas, diagndstico confirmado e auséncia
de tratamento quimioterapico prévio. Todos os pacientes foram tratados com
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Glucantime, apresentando cicatrizacdo completa das lesdes ao final da terapéutica.
Apés tratamento, os pacientes foram acompanhados por um periodo de 12 meses
para confirmacdo de cura clinica e evitar o aparecimento de novas lesbes e de
recidivas. Todos os pacientes foram provenientes de areas endémicas de
Pernambuco, onde L. (V.) braziliensis € a Unica espécie circulante. Os pacientes
foram submetidos a coleta de sangue antes do tratamento quimioterapico e 12
meses apos o término do tratamento. O grupo controle foi representado por 10
individuos saudaveis de area ndo endémica, sem histérico da doenca. Todos os
participantes assinaram o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” e os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica do
CPgAM/FIOCRUZ.

ANTIGENO

Formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), mantidas in
vitro, foram expandidas em meio Schneider’s contendo 10% de soro fetal bovino e
1% de antibiético (penicilina 100 Ul/ml e estreptomicina 100 pg/ml) até atingir a fase
exponencial. Em seguida, foram sedimentadas por centrifugacdo a 800 X g durante
15 minutos a 4°C e lavadas trés vezes com salina tamponada (PBS - pH 7.2). Foram
acrescentados inibidores de proteases (metil-fenil-fluoreto-PMSF, 0,1mM e acido
etilenodiaminotetra acético-EDTA, 2mM), pepstatina A 0,001M e, em seguida,
ultrassonicadas. A suspensao parasitaria foi centrifugada a 10000 X g durante 10
minutos a 4°C. O sobrenadante resultante foi removido e submetido a uma nova
centrifugacdo a 100000 X g durante 1 hora, a mesma temperatura. A partir do

sobrenadante resultante, fracdo antigénica soluvel, foi feito a determinacao protéica.

OBTENCAO DE PBMC

Foram coletados 40 ml de sangue venoso periférico em tubo heparinizado e foi

adicionado Ficoll-Hypaque. Apds centrifugacdo a 400 X g durante 30 minutos a 20°C
foi obtido um anel de PBMC. As células foram lavadas por centrifugacdo a 400 X g
durante 30 minutos a 20°C em PBS. As PBMC foram contadas em camara de
Neubauer utilizando azul de Trypan, ajustando-se a concentracdo de interesse de

acordo com cada ensaio realizado.
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PROLIFERACAO CELULAR

PBMC na quantidade de 2X10°/poco foram cultivadas em triplicata em placas
de cultura plana de tecido de 96 pogos em estufa a 37°C/5% de CO, durante cinco
dias. As culturas foram estimuladas com 1,25ug/ml da fracdo antigénica soltuvel de
L. (V.) braziliensis e com o mitdégeno concanavalina A (ConA-2,5ug/ml). Células
apenas na presenca de meio de cultura foram utilizadas como controle negativo.
Doze horas para o término do cultivo, foi adicionado 0,5uCi de timidina tritiada
(PH]JTdR) (Amersham International, USA). Ao final desse periodo, o material foi
coletado através do coletor automatico de células e depositado em papel de fibra de
vidro (Whatman AH). A radioatividade incorporada foi determinada através das
radiacfes [ emitidas expressas em contagem por minuto (CPM). Os resultados
foram expressos pelo indice de estimulacao (IE), como sendo a média aritmética da
CPM das culturas estimuladas, dividida pela média aritmética da CPM das culturas
nao estimuladas, + desvio-padrdo. O cut-off foi determinado pela média do grupo
controle + dois desvios-padrées. Foram considerados valores representativos da

proliferacdo positiva, indices de estimulacdo maior ou igual a 3.

AVALIACAO DAS CITOCINAS NOS SOBRENADANTES DE CULTURA

Suspensdes celulares (10° células/ml) em duplicata foram depositadas em
placas de 24 pocos. Os estimulos utilizados foram os mesmos dos ensaios de
proliferacdo celular e as placas mantidas em estufa a 37°C/5% de CO, durante 48
horas. Apds o tempo de incubacao, as placas foram centrifugadas (1800 x g por 10

min, a TA) e os sobrenadantes de cultura coletados e estocados a -70°C.

A dosagem das citocinas IFN-y e IL-10 nos sobrenadantes de cultura foi
determinada através do ELISA de captura. Os anticorpos monoclonais utilizados
foram do Kit OptEIA (BD Biosciences), sendo previamente titulados. Placas de
ELISA (Nunc-96 pocos) foram sensibilizadas com anticorpos anti-citocinas
especificos (de acordo com o fabricante) e incubadas “overnight” a 4€C. Os padrdes
das citocinas foram diluidos a partir da concentragdo de 1000pg/ml em diluicdo
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seriada com fator 2. ApoOs lavagens, 50 pl da amostra e dos padrdoes foram
adicionados em duplicata e a placa incubada por 2h a TA. Posteriormente, foram
adicionados os anticorpos biotinilados especificos (de acordo com o fabricante) por
1h30min, a TA. Foi adicionado a solucao reveladora contendo ABTS - 2,2-azino-de
[sulfato(6)de 3-etil benzitiazolina]. A reacéo foi bloqueada com &cido sulfarico 1 M e
a leitura realizada no espectrofotdmetro (Bio-Rad 3550) a 415 nm. As concentragcdes
das amostras foram calculadas na regiéo linear da curva de titulacado dos padrdes de
citocinas e as concentragdes finais expressas em pg/ml, utilizando o software

Microplate Manager, versao 4.0 (Bio-Rad laboratories).

ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada empregando-se os testes ndo paramétricos. Para
andlise comparativa intra-grupos foi utilizado o teste dos postos sinalizados de
Wilcoxon e para a analise entre grupos o teste U de Mann-Whitney. Todas as

conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Como controle positivo do teste, a ConA estimulou fortemente a
linfoproliferacdo de PBMC no grupo controle e nos pacientes, antes e apos
tratamento, ndo sendo observada diferenca significativa entre os grupos, mostrando
gue a resposta imune celular ndo foi suprimida (Figura 1).

Em relag&o ao estimulo com a fragéo antigénica soltuvel, nenhum individuo do
grupo controle apresentou resposta proliferativa. As culturas de PBMC dos pacientes
antes e apoés tratamento proliferaram intensamente ao antigeno. Embora constatado
pequeno aumento no IE apos tratamento, ndo foi observado diferenca significativa
entre os pacientes (p=0,944). Comparando-se os IEs dos pacientes antes e apos
tratamento com o grupo controle, houve diferenca significativa em relacdo aos niveis

de proliferacdo (p<0,001) (Figura 2).

Assim como na proliferacdo, resultados similares foram encontrados entre os
pacientes e 0 grupo controle apés estimulo com ConA, ndo havendo diferenca

significativa na deteccdo de IFN-y. Por outro lado, a producdo de IL-10 foi
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significativamente mais elevada nos pacientes comparado ao grupo controle. Entre
0s pacientes houve uma maior producdo apods tratamento, com diferenca

significativa.

N&o foi detectada producgéo de IFN-y nas culturas de PBMC do grupo controle
sem estimulo. Embora pdde ser observada minima producéao de IFN-y em PBMC de
pacientes, antes e apos tratamento, ndo foi evidenciada diferenca significativa.
Comparando o grupo controle com os pacientes, observa-se diferenca significativa
apenas com 0s pacientes antes do tratamento. Este resultado pode ser observada
na Figura 5.

Em relacdo a producdo das citocinas frente ao antigeno, os resultados
demonstraram que 0s pacientes, antes e apés tratamento, produziram uma maior
guantidade de IFN-y em relacdo ao grupo controle. A diferenca significativa ficou
evidenciada apenas entre os pacientes antes do tratamento comparado ao grupo
controle. Diminuicdo desta citocina foi observada apés o término do tratamento.

Entretanto, n&do foi constatada diferenca significativa (Figura 3).

Ja os niveis de IL-10 foram mais elevados nos pacientes comparado ao grupo
controle. Nos pacientes avaliados, embora a producdo desta citocina tenha sido
mais elevada apos tratamento, ndo foi constatada diferenca significativa (p=0,307).
Diferenca significativa foi encontrada comparando-se pacientes antes do tratamento
com o grupo controle (p=0,008) (Figura 4).

DISCUSSAO

As lesOes cutaneas causadas pela L. (V.) braziliensis sdo normalmente
susceptiveis ao tratamento com antimoniais e a cicatrizacdo ocorre no final da
terapia (COUTINHO et al., 1996).

O “status” imunolégico do hospedeiro infectado por Leishmania pode
representar um papel importante no sucesso da quimioterapia, uma vez que
infeccbes por este parasito estdo associadas com uma imunossupressao do
hospedeiro. Uma eficiente resposta imune mediada por células é necessaria para a
eficacia maxima do antimonial pentavalente e a relacdo entre a imunossupressao
induzida pelo parasito e a quimioterapia efetiva € de grande importancia (BERGER,;
FAIRLAMB, 1992).
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A persisténcia de uma resposta imune celular especifica a antigenos de
Leishmania, apds a cura clinica, podera contribuir para a imunoprotecdo da doenca.
Um efeito benéfico indireto do tratamento com antimonial seria um aumento da
resposta imune de células T apoés o tratamento (MENDONCA et al., 1986).

Estudos sobre a resposta imune celular na LTA também ja foram
desenvolvidos por alguns autores, utilizando-se antigenos totais de promastigotas de
L. (V.) braziliensis. Esses trabalhos mostraram uma tendéncia ao declinio da
resposta linfoproliferativa apos terapia, mesmo nao se observando diferenca
significativa (COUTINHO et al., 1996; 1998; DA-CRUZ et al., 1994; TOLEDO et al
2001).

Telino et al. (2005) demonstraram que o antigeno total de L. (V.) braziliensis
apresentou uma proliferacdo significativamente mais elevada em relacdo ao
antigeno total de L. amazonensis. Esse resultado pode ser explicado pelo fato dos
pacientes estarem infectados por L. (V.) braziliensis.

Em relacdo aos antigenos de L. amazonensis, a resposta linfoproliferativa foi
significativamente mais elevada com o antigeno total, comparado-se com a fracéo
antigénica solavel. Em contrapartida, ndo houve diferenca na resposta com a fracao
insoluvel. A fracdo insoluvel apresentou uma antigenicidade mais elevada que a
fracdo sollvel, sugerindo que as proteinas presentes nesta fragdo seriam mais
antigénicas que o antigeno total. Contudo, pouco se sabe a respeito da
antigenicidade entre as fracdes sollveis e insoliveis de promastigotas de
Leishmania (TELINO et al., 2005).

Em busca de alternativas para o tratamento, Toledo et al. (2001)
demonstraram que pacientes tratados com imunoquimioterapia apresentaram uma
resposta linfoproliferativa persistente durante o tratamento. Essa diferenca na
resposta € provavelmente relacionada com a presenca in vivo do antigeno durante o
tratamento.

Em relacéo aos pacientes tratados com Glucantime®, é esperado que in vivo
a estimulacao de células T diminua durante o progresso do tratamento para a cura.
Isso ocorrera desde que a reducdo na carga parasitaria possa provavelmente causar
a diminuicdo do numero de células T responsivas. O mecanismo imune envolvido
no processo de cura €, ao que tudo indica, diferente em cada tratamento (TOLEDO
et al., 2001).
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Uma importante caracteristica da infeccdo por Leishmania € a ocorréncia de
persisténcia parasitaria, apos cura clinica, com a finalidade de induzir uma resposta
imune protetora pelas células T de memodria e resisténcia a re-infeccao (SCOTT,
2005).

O evento crucial para inducdo da resposta imune curativa contra a
Leishmania é a eficiente ativacdo de células capazes de produzir citocinas
protetoras. A analise na producdo das citocinas IFN-y e IL-10 identificou diferenca
significativa ao comparar o grupo de pacientes em relagdo ao controle. Apés
tratamento quimioterapico, embora sem diferenca estatistica, a dosagem dos
sobrenadantes dos pacientes revelou diminuigcdo nos niveis de IFN-y e aumento de
IL-10.

A existéncia de mecanismos de imunorregulacdo, necessarios para promover
uma resposta Thl efetiva na LTA, pode explicar nossos resultados. Essa resposta é
importante para manter a integridade tecidual do hospedeiro contra uma
subsequente resposta inflamatéria. Recentes estudos demonstraram que a reposta
Th1, formada apos infeccao por L. (V.) braziliensis, € acompanhada pela resposta de
células T produtoras de IL-10 (ANTONELLI et al., 2004).

Citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-12 podem ser toxicas quando produzidas
em gquantidades elevadas e a IL-10 bloqueia a ativacdo de células Thl.
Consequientemente, previne a superproducdo dessas citocinas, evitando dano
tecidual (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998).

Pompeu et al. (2001) identificaram que a producdo de IFN-y € proporcional a
producdo de TNF-a e IL-10. Usualmente, IL-10 exibe propriedades para desativar
macrofagos em humanos. Altos niveis de IL-10 podem representar um
contrabalango necessario para uma resposta exacerbada, limitando o dano tecidual.

Em nosso estudo, a producédo de IL-10 aumentada ap0s o tratamento pode
também ser explicada pela acao das células T regulatorias que utilizam essa citocina
para limitar a acdo do sistema imune, favorecendo a persisténcia do parasito apos
cura clinica (BELKAID et al., 2002).

Apesar da importancia da resposta Thl na cura da infeccdo, vale ressaltar
gue as mesmas citocinas envolvidas no controle da infeccdo podem estar

relacionada com a patogénese da doenca. E necessario a existéncia de um
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contrabalanco com as células produtoras de citocinas do tipo Th2, ou seja, uma
dicotomia Thl x Th2 (REIS et al., 2006).

Portanto, considerando que a persisténcia parasitaria, apos cura clinica, é
uma importante caracteristica na infeccdo por Leishmania e pode induzir uma
resposta imunologica protetora e resistente a re-infeccdo, pode-se concluir que ha
resposta proliferativa especifica de PBMC de pacientes com LTA antes e ap0s
tratamento quimioterapico frente a fracao antigénica soltvel de L. (V.) braziliensis.

Além disso, a producdo de IFN-y e IL-10, antes e ap0s tratamento
guimioterapico, indica que os pacientes produziram uma resposta celular especifica,
sugerindo que mecanismos de regulacdo imunoldgica com a participacdo de células
T de memoria e células T regulatérias, além da dicotomia Thl x Th2 estdo presentes

na evolucao clinica desses individuos.
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Figura 1: Grafico comparativo da resposta linfoproliferativa de PBMC dos pacientes de LTA
antes (Pcs-AT) e apdés tratamento quimioterdpico (Pcs-PT) e do grupo controle (Cts)
estimulado com ConA (2,5 pg/ml). A resposta linfoproliferativa foi expressa pelo IE. As
barras verticais representam o erro padréo.
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Figura 2: Grafico comparativo da resposta linfoproliferativa de PBMC dos pacientes de LTA
antes (Pcs-AT) e ap0s tratamento quimioterapico (Pcs-PT) e do grupo controle (Cts) ao
antigeno soluvel de L. (V.) braziliensis (1,25 pg/ml). A resposta linfoproliferativa foi expressa
pelo IE. As barras verticais representam o erro padréo e a linha horizontal representa o cut
off.
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Figura 3: Gréfico da quantificacdo da producéo de IFN-y (pg/ml) em sobrenadante de cultura
de PBMC dos pacientes de LTA antes (Pcs-AT), apés tratamento quimioterapico (Pcs-PT) e
do grupo controle na presenca de 1,25 pg/ml do antigeno solavel de L (V.) braziliensis. As
barras horizontais representam a média dos grupos
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Figura 4: Gréfico da quantificacdo da producédo de IL-10 (pg/ml) em sobrenadante de cultura
de PBMC dos pacientes de LTA antes (Pcs-AT), apés tratamento quimioterapico (Pcs-PT) e
do grupo controle na presencga de 1,25 ug/ml do antigeno soltvel de L (V.) braziliensis. As
barras horizontais representam a média dos grupos.
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Leishmaniose Americana antes e apds tratamento quimioterapico, utilizando-se a
fragdo soluvel de Leishmaniose braziliensis.”

Pesquisador responsavel: Valéria Rego Alves Pereira

Instituicdo onde se realizara o projeto: CPgAM- FIOCRUZ

Data de apresentagdo ao CEP: 02.09.2004

Registro no CEP/CPgAM/FIOCRUZ: 27/04

PARECER

A Comissao avaliou as modificagdes introduzidas e considera que os
procedimentos metodolégicos do Projeto em questédo estao condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Cédigo de Etica, resolugdo CNS 196/96, e complementares.

Recife, 01 de dezembro de 2004

Cricse YWcaaX Sod
Dr* Ana Maria Aguiar dos Santos
- Médica
Coordenagao
3 CEPICPOAM/FIOCR!IZ

CampusddUFPE Av. Moracs Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fonc: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81:4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpgam.fiocruz.br



