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RESUMO

AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS RECEPTORES FcGAMA EM LEUCOCITOS
DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE CUTANEA LOCALIZADA. George
Mariane Soares Santana. O curso da infecgio por Leishmania apresenta caracteristicas
clinicas variadas, dependente da viruléncia e do tropismo do parasita, além da resposta
imune do hospedeiro. Recentemente foi demonstrado que a infecclo por Leishmania
mexicana ndo se estabelece na auséncia de anticorpos circulantes ou dos receptores Fc.
Sabendo que os receptores Fc constituem uma interface entre a resposta imune humoral
e celular, e que estes dois tipos de resposta aparentemente se antagonizam na
leishmaniose, avaliamos a expressfo dos receptores para IgG (CDi6, CD32 e CD64) na
superficie de leucocitos do sangue periférico de pacientes com leishmaniose cutdnea
localizada, comparando com controles sadios e correlacionamos a expressdo dos
receptores para IgG com dados clinicos. Nossos dados mostram um aumento
significativo da porcentagem de monocitos expressando CD16, de linfocitos
expressando CD32, e de neutrofilos expressando CD32 e CD64. A expressdo de CD32
em linfécitos mostrou correlagio significativa com a porcentagem de célula B em
pacientes, mas ndo em controles. 0 que sugere uma possivel participa¢io deste receptor
na resposta humoral na leishmaniose cuténea localizada. Em contraste aos controles, a
porcentagem de CD16 em monécitos de pacientes ndo se correlacionou com CD64 em
neutréfilos € com nenhum marcador de linhagem mieloide ou linfoide. Porém,
observamos correlagio significativa entre a porcentagem de CD16 em mondcitos e o
tamanho da lesdo nos pacientes, sugerindo que este receptor representa um possivel
marcador de severidade e/ou evolugdio clinica de doenga, como ja foi demonstrado na
AlIDS.

Palavras-chaves: 1. Leishmaniose Cutanea. 2. Receptores Fcgama




ABSTRACT

STUDY OF FcGAMMA RECEPTOR EXPRESSION IN LEUKOCYTES OF
PATIENTS WITH LOCALIZED CUTANEOUS LEISHMANIASIS. George Mariane
Soares Santana. The course of Leishmania infection presents several clinical features,
depending on parasite virulence and tissue tropism, beside host immune response.
Recentely have previously shown that Leishmania mexicana infection does not establish
in the absence of circulating antibody and Fc receptors. Considering that Fc receptors
compose an interface between humoral and cellular immune response, which apparently
antagonize each other in leishmaniasis, we evaluated IgG receptor (CD16, CD32 and
CD64) surface expression in peripheral blood cells from patients with localized
cutaneous leishmaniasis, as compared to normal healthy controls and correlated Fc
receptor expression to clinical data. Our data show a significant increase in the
percentage of monocvtes expressing CD16, of lymphocytes expressing CD32 and of
neutrophils expressing CD32 and CD64. Lymphocyte CD32 expression was
significantly correlated to the percentage of B cells in patients, but not in controls,
suggesting possible participation of this receptor in humoral immune response in
localized cutaneous leishmaniasis. In contrast to controls, the percentage of CD16 in
monocytes from patients did not correlate to CD64 in neutrophils, nor with any myeloid
or lymphoid lineage marker. However, we observed a significant correlation between
CD16 expression in monocytes and lesion size in patients, suggesting this receptor
might represent a marker of disease severity and/or evolution, as has been previously
shown in AIDS.

Key —words: 1. Cutaneous Leishmaniasis. 2. Fcgamma receptors




1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A leishmaniose é uma zoonose que resulta do parasitismo dos hospedeiros vertebrados por
protozoarios do género Leishmania (familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida). O
parasito pode ocorrer sob duas formas evolutivas: promastigota, que ¢ uma forma flagelada
extracelular encontrada dentro do trato digestivo dos vetores e a forma amastigota que ¢
encontrada nos tecidos, predominantemente parasitando células do sistema fagocitico
mononuclear de mamiferos (NEVES et al.,1997).

Essa doenga é causada por 21 espécies de leishmanias e sdo transmitidas por cerca de 30
espécies de flebotomineos. Os humanos sdo considerados hospedeiros acidentais e outros
mamiferos, como roedores ¢ cies sdo classificados como reservatorios (HERWALDT et al.,
1999).

Virias formas clinicas se destacam: cutdnea, visceral e mucosa. No Brasil, a distribui¢cdo
geografica da leishmaniose cutanea é ampla. Com excegdo do Rio Grande do Sul, a doenga
tem sido registrada em todo territorio nacional. A incidéncia chega a exceder 35.000
casos/ano no pais. Em 1998 foram notificados 12.069 casos novos, sendo aproximadamente
40% deles situados na regido nordeste, acometendo principalmente os estados do
Maranhdo, Ceara e Bahia (MS-FNS, 1998). A forma visceral encontra-se distribuida em 17
estados do Brasil ¢ em outras areas do continente americano, sendo uma endemia em franca
expansdo geografica. Tem-se registrado cerca de 2.000 casos, por ano, no pais, com
letalidade em torno de 10% (MENDES et al., 2000). Aproximadamente 3% dos pacientes

com infec¢do por L. braziliensis evoluem para a forma cutdneo mucosa (BARRAL et al.,



1997). Atualmente, a crescente manifestagdo da leishmaniose em pacientes portadores do

HIV despertou interesse em analisar a patogénese dessa doenga fora dos paises endémicos.

1.2 ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA LEISHMANIOSE MURINA

Uma importante contribui¢do para melhorar o entendimento dos mecanismos imunoldgicos
da leishmaniose humana foi realizado a partir do modelo experimental utilizando
camundongos resistentes (C57BL/6, CBA) e susceptiveis (BALB/c) a infec¢do por L.
major, sendo decisivo para o desenvolvimento do conceito de dois tipos de resposta imune,
tipo 1 e tipo 2, que promoveram a cura ou a progressio da doenca, respectivamente
(MOSMANN & COFFMAN, 1986). O curso da infecgdo depende da agdo preferencial de
sub-populag¢des de linfocitos T, baseada no perfil de citocinas produzidas pelas células T
helper (CD4+) antigeno-especificas. A depender do estimulo antigénico ou da linhagem
dos camundongos utilizados, dois perfis distintos de resposta das células T CD4+ foram
identificados. O perfil da resposta tipo 1, nos quais os clones celulares secretam citocinas
como IL-2, IFN-y e TNF-B (LT), associa-se ao fenotipo de resisténcia, ativando macrofagos
que inibe a multiplica¢do dos parasitos, levando ao controle da lesdo. O perfil de resposta
tipo 2 é caracterizado por clones celulares que secretam as citocinas IL-4, IL-5 e IL-10
associando-se ao fenotipo de susceptibilidade, que inativa os mecanismos de controle da
multiplicagdo dos parasitos. Por outro lado esta resposta promove uma grande produgéo de
anticorpos ¢ inativagdo de macrofagos e sabe-se que somente os macrofagos ativados sdo
capazes de destruir a Leishmania (CHERWINSKY et al., 1988 & HEINZELC et al., 1989

& COFFMAN et al., 1988).



A contribui¢do dos modelos experimentais na leishmaniose foi de fundamental importancia
para o entendimento da imunopatogénese da doenga, onde esta resposta imune polarizada
determinou o atual paradigma de resposta Tipo 1 e Tipo 2. No homem, esta polariza¢do ndo

é regra, podendo ocorrer perfis distintos ¢ mais complexos de resposta imune.

1.3 ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA LEISHMANIOSE HUMANA

As diferentes espécies de Leishmania se associam com diversas manifestagdes clinicas
onde destacam-se duas formas clinicas basicas da doenga: a forma tegumentar ¢ a forma
visceral, sendo que a forma tegumentar apresenta um espectro amplo de manifestagdes
clinicos-imunopatologicas (BRYCESSON, 1969). As formas de leishmaniose cutinea
localizada (LCL) e de leishmaniose cutinea mucosa (LCM), representam um polo
responsivo por fortes reagdes de hipersensibilidade do tipo tardia aos antigenos da
Leishmania na pele, devido a uma potente imunidade mediada por célula. Por outro lado, a
imunidade humoral especifica na LCM e LCL ¢ menos exacerbada, com baixas produgdes
de anticorpos (CARVALHO et al.,, 1994). No outro espectro da doenga tegumentar,
encontram-se a leishmaniose cutanea difusa (LCD) que € caracterizada pelo pdélo ndo
responsivo ou anérgico, em que os pacientes apresentam imunidade humoral exacerbada na
auséncia de resposta imune mediada por células (CONVIT et al., 1972). A leishmaniose
visceral (LV) esta representada pelas formas agudas, sub-agudas e crénicas, no entanto a
maioria dos pacientes permanecem assintomaticos (BADARO et al., 1986). Nos individuos
sintomaticos, observa-se uma resposta humoral marcante, enquanto a resposta imune
celular com produgdo de IFN-y esta suprimida (CARVALHO et al., 1985 & CARVALHO

et al., 1994). Além da produgdo de anticorpos anti-Leishmania, sdo observados niveis



elevados de imunoglobulinas G, M e complexos imunes circulantes, sugerindo uma
ativagdo policlonal de células B (GALVAO CASTRO et al., 1984).

Os perfis de citocinas, produzidos pelos pacientes que desenvolvem a forma cutdnea da
leishmaniose sdo variados, sugerindo que existe um amplo espectro de resposta imune. Em
um polo estariam os individuos que controlam a infecg@io espontaneamente (KEMP et al.,
1999 & CARVALHO et al., 1995 & AJDARY et al., 2000) ou apds o tratamento
(COUTINHO et al., 1996), assim como os pacientes com doenga ativa, que apresentam
resposta do tipo 1. No outro polo estariam os pacientes com a forma cuténea difusa, que
respondem com a produgdo de citocinas do tipo 2 (BOMFIM et al., 1996 & CASTES &
TAPIA, 1998). No meio deste espectro, estariam os pacientes que apresentam uma resposta
mista tipo 1/ tipo2, com predominio de tipol, passando por um equilibrio entre estas
respostas (ROCHA, 1999). A resposta mista tem sido observada em pacientes que
apresentam a forma cutinea localizada da leishmaniose, com longo periodo de evolugdo
clinica ou com lesdes multiplas, também naqueles que apresentam a forma cutanea difusa,
pos tratamento (CASTES & TAPIA, 1998, GAAFAR et al., 1995 & BOMFIM et al.,

1996).

1.4 TRATAMENTO

O antiménio pentavalente é o quimioterapico de primeira escolha utilizado ha 40 anos para
LCL e LCM ¢ tem resultados satisfatorios. Porém, o tratamento (via parenteral, 20
mg/kg/dia por 20 dias) ¢ longo e pode requerer repetidas doses, podendo ter efeitos
refratarios com uma certa freqliéncia. Algumas complicagdes podem ser apresentadas,
como: cardiotoxicidade, eclevagdo das enzimas hepatocelulares e comprometimento

musculoesqueléticos, necessitando de drogas alternativas (BARRAL et al., 1995).



A anfotericina B ¢ a pentamidina geralmente sdo utilizadas quando os pacientes ndo
respondem ao tratamento com antimdénio pentavalente. Além dos efeitos colaterais, a
grande limitagdo destas drogas € o custo, ndo sendo disponivel sua utilizagdo
corriqueiramente (comunicagdo pessoal, Barral A.). A anfotericina B € nefrotoxica,
podendo causar hipocalemia e, durante a sua administragdo, pode ocorrer febre e flebite.
Recentemente foram demonstrados efeitos terapéuticos positivos da anfotericina B em dose
tnica (7-5 mg kg/peso via parenteral), levando a cura de 90% de 203 pacientes da india
acometidos com a forma visceral da leishmaniose. Com este esquema terapéutico a
toxicidade foi minimizada (PIRISI, 2000). Por outro lado, a pentamidina pode ocasionar
efeitos colaterais como hipotensdo, hipoglicemia, cefaléia e mialgias (BARRAL et al,,
1995).

H4 um grande numero de novas drogas sendo utilizadas experimentalmente para o
tratamento da Ieishmaniose humana como: nifurtimox, rifampicina, dapsona, metronidazol,
sulfametoxazol-trimetropim, paramomicina, ketoconazol, itraconazol, allopurinol dentre
outras, muitas com administragdo oral e com resultados variaveis de cura, mais voltado
para formas cutineas da doenga e uma certa especificidade para tipos variados de cepas de
Leishmania sp (BARRAL et al., 1995).

O zinco apresenta papel importante no metabolismo dos macrofagos, célula hospedeira
preferencial da Leishmania, sendo um fator essencial na imunidade inata, e tem sido
demonstrado ter papel crucial na imunidade mediada por célula (PRASAD et al., 1995). Em
um ensaio clinico randomizado incluindo 102 pacientes Iraquianos acometidos com LCL
causada por L.major e L. tropica, tratados com sulfato de zinco por via oral, observou-se

cura da doenga e as reagdes colaterais foram leves, indicando o zinco como uma boa opgéo



trerapéutica para o controle das manifestagdes cutdneas da leishmaniose (SHARQUIE et
al., 2001).

Uma outra droga a miltefosine que € um fosfolipidio alcalino para uso oral (100 a 150
mg/dia por quatro semanas), para pacientes acometidos com a forma visceral da
leishmaniose. O miltefosine se mostrou uma excelente alternativa para cura dos pacientes
ndo responsivos ao tratamento com antimonial (SUDAR et al., 1998).

O uso de vacinas com o parasito morto, associado com adjuvantes a exemplo do BCG
associado a promastigotas mortas de L. mexicana pode ser eficiente em lesdes cutineas
multiplas ¢ lesdes mucocutdneas, mais estudos comparativos demonstram que a
imunoterapia ¢ menos eficiente ¢ mais longa do que o tratamento convencional com o
antimdnio e a associagdo pode ser contra-indicado (BARRAL et al., 1995).

Algumas citocinas (IFN-y, GM-CSF) sdo capazes de estimular a agfo leishmanicida de
macrofagos in vitro (MURRAY et al.,1983 & HOOVER et al.,1985.), o que inspirou seu
uso clinico paar o tratamento da leishmaniose (BARRAL et al., 1995). O IFN-y no
tratamento de lesdes por L. guianensis tem aumentado a resposta imune mediada por célula,
promovendo a cura das lesdes (HARMS et al., 1989), ¢ foi extremamente benéfico em
conjunto com antimdnio pentavalente na LV (BADARO, 1990). O GM-CSF (fator
estimulador de colonia de granulécitos e macréfagos) mostrou agéo promissora na LCL
(ALMEIDA et al., 1999). As maiores limitagdes do uso de citocinas in vivo sdo: o custo
elevado e o desconhecimento dos efeitos tardios, ja que estas aplica¢des séo recentes.

Em conclusio, a diversidade de formas clinicas, as falhas terapéuticas ¢ os diversos efeitos
colaterais dos esquemas terapéuticos, indicam uma grande necessidade de novas

alternativas para o tratamento da leishmaniose humana. A resposta terapéutica nas diversas



formas da leishmaniose depende da gravidade e da cronicidade da doenga, Entretanto a
identificagio de marcadores bioldgicos capazes de determinar a evolugdo clinica dos
pacientes teria papel fundamental para o sucesso terapéutico (BACELLAR & CARVALHO

et al,. 1991).



1.5 OS RECEPTORES Fc HUMANOS

Em 1966, Berken e Benacerraf foram os primeiros a reconhecer a existéncia de ligantes
para as imunoglobulinas G em células do sistema imune. A caracterizagdo estrutural destas
moléculas, hoje em dia conhecidas como receptores Fc (FcR), foi possivel com o
desenvolvimento das técnicas de bioquimica e de biologia molecular.

Dois grupos gerais de FcR podem ser distinguidos: FcR expressos em leucdcitos, capazes
de disparar fung¢des efetoras destas células, e o segundo grupo de FcR, que vdo mediar o
transporte das imunoglobulinas pela superficie epitelial (FcRn). Dentro do repertorio de
FcR dos leucéeitos humanos, distinguimos os FcR para IgA (FcaR), IgE (FceR), IgM
(FcuR), IgD (FcdR) e 1gG (FeyR) (VAN DE WINKEL et al., 1998).

O receptor IgA (FcaR) ¢ uma glicoproteina, membro da superfamilia das imunoglobulinas
“Ig-like”. O FcaR (CD89) ¢ expresso em mondécitos, macrofagos, células mesangiais,
neutrofilos e eosinéfilos (MORTON et al., 1998). O receptor IgE (FceR) é caracterizado
por duas isoformas: o FceRI, membro da superfamilia das imunoglobulinas e o FceRII
(CD23), membro da familia das lectinas (CONRAD et al., 1998), expressos em mastocitos,
basoéfilos, células de langerhans, eosinéfilos, plaquetas, mondcitos e células dendriticas. O
receptor [gM (FcpR) é expresso em subpopulagdes de células B, T e NK (OHNO et al.,
1990). O receptor IgD (FcdR) esta documentado em 10-15% das células T CD4+ ¢ CD8+
(COICO et al, 1990). Sendo as IgG os isotipos de maior abundancia, os receptores para IgG
(FcyRs) sdo os receptores Fc mais numerosos, os mais complexos e os mais descritos na
literatura. Existem trés classes descritas de receptores FcyR em humanos: FcyRI (CD64),

FcyRII (CD32) e FeyRIIl (CD16), esquematizados na figura 1.
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Figura 1: Representagio esquemaitica da estrutura dos receptores Fcy. Abreviagdes:

GPI (Glicofosfatidilinositol), ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif),

ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif). Fonte: HEIJINEN, 1997.

Destacam-se trés genes para os receptores classe I da IgG, FcyRI (IA, 1B e IC). Esses

receptores tém peso molecular de 72 kDa, todos mapeados no cromossoma 1. Esta

molécula ¢ caracterizada por possuir uma regifio extracelular com t
um dominio transmembranar € uma cauda citoplasmatica.
constituitivamente em mondcitos e macrofagos, e em neutrofil
IFN-y e G-CSF, citocinas que também aumentam sua

macrdéfagos. Podemos encontrar expressio do FcyRI t

- “Ig-like”,
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células dendriticas. A sua expressdo é regulada negativamente na presenca de IL-4 ou IL-
13. O FcyR1 é capaz de ligar-se a mondmeros de IgG com alta afinidade (Ka=10*-10°M") e
este receptor mostra-se especifico para as subclasses IgG3>1gG1>IgG4>>>IgG2 em
humanos, por diminui¢do de afinidade respectivamente (VAN DE WINKEL, 1997 &
WALLACE et al., 1994).

Existem trés isoformas que identificam os FcyRII ( 1la, IIb, Il¢) todos com peso molecular
de 40 kDa, cujos genes se localizam no cromossoma 1. Essa molécula tem suas regides
transmembranares e extracelulares bastante conservadas, mas ndo seus dominios
citoplasmaticos. O FeyRlla é o Gnico que contém uma sequéncia conservada de ativagdo de
imunoreceptor contendo tirosina diretamente na regido citoplasmatica ITAM
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Entretanto, este receptor pode transmitir
um sinal de fagocitose na auséncia de outras subunidades ¢ a ligagdo deste receptor resulta
na fosforila¢do da tirosina da cadeia .. O FcyRlIla pode associar-se a cadeia y de mondcitos
e macrofagos, e ambos tém atividade sinalizadora, envolvendo uma variedade de receptores
de kinases, ¢ também moléculas como CD45, CD148 ¢ CD11b/CD18. O FeyRlIb € a unica
isoforma que contém uma sequéncia conservada de inibi¢do de imunoreceptor contendo
tirosina ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) (ERNST et al., 1993 &
CAMBIET et al., 1995 & VAN DEN HERIK-OUDIJK et al, 1995) na sua cauda
citoplasmatica que, inibe a ativagdo celular envolvendo a ativagdo de fosfatases e moléculas
como CD19 em células B. Os FcyRIl sdo expressos em mondcitos, macrofagos,
polimorfonucleares (PMNs), células de Langerhans, células B, plaquetas e células
endoteliais. O FcyRlla esta expresso preferencialmente em mondcitos, macrofagos e

neutréfilos, enquanto o FeyRIIb esta expresso em basofilos, mastdcitos e células B.
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O FcyRII € capaz de ligar mondmeros de 1gG com baixa afinidade (Ka<10’ M), ¢ este
receptor mostra-se especifico para as subclasses 1gG3>Ig1=IgG2>>>IgG4 em humanos,
por diminui¢do de afinidade respectivamente (CAMBIET et al., 1995 & VAN DE
WINKEL, 1997 & WALLACE et al., 1994).

Existem duas isoformas para FcyRIIl (Illa e I1Ib), com ambos os genes localizados no
cromossoma 1. Este receptor ¢ uma molécula glicosilada de 50-80 kDa, e possui parte
transmembranar com dois dominios extracelulares ¢ uma cauda citoplasmatica com 25
aminoacidos. O FcyRllla esta expresso em macrofagos, células NK, sub-populagdes de
células T e mondcitos quando induzido por TGF-$, enquanto que o FcyRIIIb estd expresso
em neutrofilos e em eosindfilos quando induzidos por IFN-y. A expressdo e fungédo deste
receptor € dependente da associagdo com a cadeia y em mondcitos € macréfagos € com a
cadeia y e T em células NK. Este receptor é diferencialmente glicosilado entre células
mieloides e linféides e sua expressdo € regulada positivamente por TGF-3 € negativamente
por IL-4. O FcyRllla € capaz de ligar-se¢ a mondmeros de IgG com média afinidade
(Ka=3X10" M™") ¢ este receptor mostra-se especifico para as subclasses Igl= IgG3 >>>
[gG2 e [gG4 em humanos por diminuigdo de afinidade. O FcyRIIIb € capaz de ligar-se a
mondmeros de IgG com baixa afinidade (Ka<10’ M.

Todos os FeyRs existem num complexo hetero-oligomérico composto de uma cadeia a e
uma segunda subunidade de forma promiscua (T, you f}. Sua fungdo biologica esta
baseada na agdio da sequéncia conservada na regido citoplasmatica: ITAM ou ITIM. As
fungdes de cada FcR sdo determinadas pelas moléculas de sinalizagdo que podem ser
recrutadas de maneira diferenciada nos diversos tipos celulares. Estudos in vitro e in vivo

demonstraram a habilidade de disparar uma grande variedade de respostas biologicas.
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1.5.1 Internalizacdo e apresentagfo de antigenos

A endocitose de imuno complexos e a fagocitose de particulas opsonizadas decore da
ligacdo dos FcR (SILVERSTEIN et al., 1989). Os mecanismos moleculares destes dois
processos sdo diferentes. A fagocitose requer um ITAM funcionalmente intacto (INDIK et
al., 1995), enquanto que a endocitose de pequenos complexos € iniciada geralmente por
FcyRlIa e FeyRlla, independente da fosforilagido de tirosina do ITAM (DAVIS et al., 1995).
FcyR medeiam a endocitose e a fagocitose de antigenos pelos mondcitos, macréfagos e
células dendriticas, otimizando a resposta imune. Foi demonstrado que FcyR aumentam
indiretamente a apresentacdo de antigenos e a estimulag@o das células T via facilitagdo da

internalizacdo do antigeno (MANCA et al., 1991 & HEIINEN et al., 1996).

1.5.2 ADCC

Muitos tipos celulares que expressam FcyR tém habilidade de lisar células alvo na presenga
de anticorpos. A célula NK medeia citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC)
via FcyRIIla (WEINER et al., 1993). O FeyRlla € considerado um indutor de citotoxicidade
de neutréfilos (STOCKMEYER et al., 1997). Apenas os neutrofilos ativados por citocinas
expressam FcyRI, também capazes de induzir atividade citolitica em células tumorais
(VALERIUS et al., 1993). O FcyRIlIIb expresso em neutrofilos medeia citotoxicidade para

eritrécitos, mas nio para células tumorais (ELSASSER et al., 1996).
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1.5.3 Liberagdo de Mediadores

A ligagio de complexos imunes aos FcRs nas diversas células da resposta imune resulta
em ativagio celular e liberagdo de citocinas inflamatorias (IFN-y, TNF-a, IL-1 ¢ IL-6),
prostaglandinas, enzimas lissosomais e radicais intermediarios do oxigénio (HUIZINGA et
al., 1989 & VAN DE WINKEL, 1997). Estes mediadores estimulam uma variedade de
respostas celulares como ADCC, destruigdo de microbios, recrutamento e ativagdo de
células efetoras e sdo responsaveis também pelo dano tecidual local (WALLACE et al.,

1994 &.HEIINEN , 1997: figura 2).

immune

O complex
}- E::> O#O-k FcyR

_k 1 cross-linking
antibody / % @)
2 Y

[ complement j — 000%
o

antigen

[ o o
% mediator oo ° o
release o o o
y mast cell
L N neutrophil
ﬂ macrophage
neutrophil

chemotaxis

vasodxlatanon
Leukocyte infiltration

Tissue destruction
Hemorrhage
Edema
blood vessel

Figura 2: Papel dos FcyR na resposta inflamatdéria local. Fonte: HEIJNEN, 1997



14

1.5.4 Polimorfismos

Varios polimorfismos dos FcyRs ja foram identificados e associados a diversas patologias,
uma vez que estes polimorfismos ditam diferengas em reconhecimento e fagocitose de
imuno complexos ou morte de células alvo recobertas por anticorpos. Ha duas formas
alotipicas para o FcyRlla, com individuos que sdo baixo respondedores (LR), “low
responders” e outros que sdo alto respondedores (HR), “high responders”. O polimorfismo
do FcyRlIla é atribuido a uma substituicdo de um aminoacido: histidina ou arginina presente
na posi¢do 131 da regifio extracelular (VAN DE WINKEL et al., 1993).

Outro polimorfismo bialélico estd demonstrado para o FcyRIlla, numa por¢do da membrana
proximal deste receptor contendo uma fenilalanina ou uma valina na posi¢cdo 158,
determinando afinidade de ligagdo para [gG1 e IgG3 (VAN DE WINKEL et al., 1993).

O polimorfismo do FcyRIIIb € atribuido a variagdo de alguns aminodacidos entre os dois
alotipos, designados de HIb-NAT1 e IIIb-NA2 (VAN DE WINKEL et al., 1993), resultando
em quatro ou seis glicosilagGes na regido extracelular deste receptor. Os aldtipos do
FcyRIlIb foram identificados inicialmente por reagdes a transfusio de sangue: PMNs
(polimorfonucleares) de individuos homozigotos NA2 exibiam uma maior eficiéncia em
fagocitose de hemaceas do que os individuos homozigotos NA1 (SALMON et al., 1990).
Embora se desconhega polimorfismos para FcyRI, existe uma familia na Bélgica que
contém quatro individuos que ndo expressam este receptor, nem apos cultura estimulada

com IFN-y, contudo estes individuos sdo saudaveis (VAN DE WINKEL et al., 1993).
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1.5.5 Papel dos FcyR nas patologias

Os FcyR constituem uma significante arma de defesa do hospedeiro contra agentes
infecciosos extracelulares, através da interagdo direta com IgG. A opsonisagdo do patdgeno
por IgG e/ou complemento permite o reconhecimento de uma variedade de organismos
usando um limitado numero de receptores. Esta intera¢do facilita a morte de alvos
extracelulares por ADCC e lise dependente de complemento. O receptor especifico usado
pelo patdgeno intracelular para entrar na célula hospedeira pode, entdo, definir sua
sobrevivéncia. O Mycobacterium tuberculosis (ARMSTRONG et al., 1971) e as
Chlamydias ndo opsonisados ndo disparam a fusdo do fagossomo com o lisossomo. Porém,
quando esses patdgenos sdo opsonisados por IgG, existe fusdo do fagossomo ao lisossomo
e consequente exposi¢do as enzimas de degradagdo. Em contraste, outros patdégenos, em
particular os virus, usam a oposoniza¢do ¢ ligagdo com FcyR para facilitar a infec¢do
(TAKEDA et al., 1988 & KRILOV et al., 1989).

A relagdo entre isotipos especificos de IgG com o polimorfismos dos FcyR pode permitir
que o patogeno escape da ADCC e da fagocitose. O aldtipo LR do FcyRIla tem uma
afinidade maior para anticorpos IgG2 do que os HR (VAN DE WINKEL et al., 1991),
acelerando a fagocitose de particulas opsonizadas por anticorpos IgG2 em individuos LR.
As bactérias ricas em polissacarideos sdo preferencialmente opsonizadas por I1gG2 ¢ os
individuos HR possuem uma menor habilidade na fagocitose do que os individuos LR
(SIBER et al., 1980). Esse achado foi confirmado com a observagdo de que criangas
homozigotas LR t€m menos recorréncia de infec¢Ses bacterianas do que criangas
homozigotas HR (VAN DE WINKEL et al., 1993). Recentemente foi demonstrado um

papel sinérgico do FcyRlla e FcyRIIlb presentes em PMN humanos em aumentar a
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eficiéncia da fagocitose mediando a transferéncia de Bordetella pertussis para
compartimentos lisossomais, diminuindo a viabilidade destas bactérias (RODRIGUEZ et
al., 2001). Em estudo realizado com camundongos FcyR-/-, mostrou-se inabilidade de
controlar infecgdes por virus influenza, comparado com camundongos FcyR+/+ (HUBER
et al., 2001). Finalmente, na leishmaniose, KIMA et al. (2000) demonstraram que o
estabelecimento da infec¢do por membros do complexo de Leishmania mexicana em
camundongos ndo se estabelece na auséncia de anticorpos circulantes ou de receptores
FcyRI, FceRl e FeyRIIIL.

Além de mediar o reconhecimento de patogenos recobertos com IgG, por células efetoras
do sistema imune, os FcRs também contribuem significativamente nos efeitos patogénicos
provocados pela citotoxidade dos auto-anticorpos e dos subprodutos da resposta
inflamatdria (HEIINEN, 1997) O poder com que estes receptores medeiam a resposta
imune deletéria pode ser exemplificado na demonstragdo experimental da morbidade
associada a anemia hemolitica autoimune e trombocitopenia mediada por FcyR (CLYNES
et al.,, 1995). Também foi demostrado anafilaxia aguda sistemica em modelo murino
dependente de 1gG1, onde a mortalidade ¢ diretamente associada a presenca da cadeia y do
FcyRIIl (MIYAJIMA et al., 1997).

Outro exemplo de patologia oriunda da resposta inflamatoria iniciada por FcyR € o lupus
eritematoso sistémico (SLE), uma doenc¢a auto-imune idiopatica, provocada pela
reatividade de auto-anticorpos, causando uma deposi¢do de complexos imunes em vasos
sanguineos, vasculite ¢ destrui¢do de tecidos (ROTHFIELD et al., 1982). Em um estudo
genotipico realizado no Japdo, ndo foi encontrado associagdo entre polimorfismos de

FcyRlIla, FcyRIlla e FcyRIIIb ¢ AR (artrite reumatoide), mas demonstrou-se uma
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associagdo significante entre SLE e FcyRIIIb NA2/NA2 (HATTA et al., 1999). Morgan et
al (2000) mostrou associagdo entre o alelo 158V de FcyRIlla e susceptibilidade e
severidade para artrite reumatéide. Em um estudo comparando periodontite crénica com
periodontite moderada, foi correlacionado a forma grave com o genotipo para o receptor
FcyRlIlla e FeyRIIb (KOBAYASHI et al., 2001).

A utiliza¢io dos receptores Fcs como marcadores biologicos ja esta descrita em algumas
patologias. O CD64 é um bom marcador fenotipico de células tumorais metastaticas € a
partir dele, contribuiu como estratégia de tratamento (NELSON et al., 2001). Em estudos
com pacientes com doengas aterosclerdticas, definiu-se a diminuigdo do FeyRII (CD 32) em
mondcitos do sangue periférico como indicador de risco relativo ao desenvolvimento de
formas severas de aterosclerose (PFEIFFER et al., 2001). Foi observado em pacientes
HIV+ e AIDS a presenga aumentada de mondcitos ativados CD14+/16+ (LOCHER et al.,
1994). Esta subpopulagdo estd mais aumentada em AIDS associada a deméncia
(PULLIAM, 1997). Estudos abordando fenémenos vaso-oclusivos em pacientes com
anemia falciforme, mostrou aumento importante de CD64 em PMN com alta aderéncia
endotelial (FADLON et al., 1998). Em pacientes com choque séptico, foi encontrado
aumento de expressdo de CD64 em mondcitos e neutréfilos logo no primeiro dia do choque
com diminui¢do em mondcitos e manutengdo em neutréfilos, concomitante com niveis

elevados de IFN-y e G-CSF (BARTH et al., 2001).
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1.5.6 Receptores Fc na imunoterapia

A imunoterapia com FcR aponta para uma possibilidade de redirecionar a capacidade
destrutiva induzida pelo FcyR para eliminar células tumorais ou patogenos. Desde décadas
passadas, os anticorpos, por serem ligantes naturais para FcyR, s@o utilizados como
tratamento para doengas infecciosas, cancer, rejei¢do de enxerto, doengas auto imunes,
desordens circulatorias ¢ doengas articulares. Especialmente desde Kohler e Milstein
(1975), que descreveram a produgdo de anticorpos monoclonais por hibridomas. Das trés
classes de FcyR existentes, o de alta afinidade representa uma molécula atrativa para
intervengdo na resposta imune, pois este receptor estd distribuido em células restritas e
dispara avidamente processos citoliticos e de fagocitose. Além disso, a expressdo do FcyRI
aumenta significativamente a capacidade de apresentar antigenos mediante ligagdo com
IgG (HEIINEN, 1997). Por outro lado, ¢ importante notar que a ag&o das citocinas regula a
expressdo dos FcyRI. O G-CSF ¢ uma citocina que aumenta o numero de granuldcitos e
assim diminui o risco de infecgdes em pacientes submetidos a quimioterapia, mas também
induz o aumento de expressdo de FcyRl em PMN in vivo, aumentando a ADCC para
células tumorais. Semelhante aumento de expressdo de FcyRI ocorre com o tratamento com
IFN-y (VALERIUS et al., 1993 & WEINER et al., 1988).

Finalmente, o FcyRI mostrou-se um alvo terapéutico promissor em modelo experimental de
inflamacdo cutdnea em camundongos transgénicos para o receptor humano. Uma
significante diminui¢do dos paradmetros clinicos de inflamagio foi obtida apds eliminagio
de macrofagos-CD64+ usando a imunotoxina MDX-44 (TEPEN et al, 2000), composta de
um anticorpo monoclonal humanizado dirigido contra o FcyRI e conjugado com a toxina

ricina A (desenvolvido e patenteada por Medarex Ltd.).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel dos FcyR na leishmaniose cutanea localizada

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar a expressdo dos receptores para IgG (CD16, CD32 e CD64) na superficie
de células do sangue periférico de pacientes com leishmaniose cutinea localizada,
comparando com as de controles sadios.

2.2.2 Correlacionar a expressdo dos receptores para IgG com dados clinicos de

pacientes com LCL (tempo de cura, tempo de doenga, DTH, tamanho da lesé@o)

3 Justificativa

A leishmaniose, segundo a Organizagdo Mundial de Sahde, esta entre as seis doengas
infecto-contagiosas de maior importancia no mundo. Apesar das medidas adotadas nos
programas de controle, nos dltimos 10 anos, a doenga vem se tornando endémica e
aumentando sua incidéncia num maior numero de regides do mundo (WHO, on line, 2000)
Para planecjar estratégias eficazes para o controle da leishmaniose, ¢ necessario dominar
amplamente a cadeia de transmissdo ¢ a patogénese da doenca. Apesar dos avangos nos

conhecimentos nessa area, ainda assim existem lacunas importantes que impossibilitam a
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ado¢do de medidas eficazes para o seu controle. Muito se avangou na compreensdo da
patogénese da leishmaniose no modelo murino e na doenga humana. No entanto entender
os primeiros momentos da interagdo da Leishmania com as células do sistema imune do
hospedeiro, ainda ¢ uma incognita. Suspeita-se que exista importante(s) fator(es)
genético(s) determinando a evolugdo do paciente para as formas de maior morbidade (LCM
e LCD), freqiientemente associadas a falha terapéutica do tratamento cldssico com
antimoniais. E preciso, entdo, identificar marcadores biolégicos que determinem a evolugio
clinica do paciente, além de tratamentos alternativos. Os FcyRs constituem uma interface
entre a resposta imune humoral e celular. A ligagdo desses receptores a IgG dispara uma
diversidade de fungdes tais como a ativagdo da fagocitose de patégenos opsonizados, a
secre¢do de radicais livres derivados de oxigénio e citocinas pro-inflamatorias, a
citotoxicidade celular dependente de anticorpos ¢ a apresentagfio de antigenos (RAVETCH
& KINET, 1994). O uso dos FcyRs como marcadores biologicos, seja de doenga ativa, de
cura ou de susceptibilidade, ja foi estabelecido em varias doengas infecciosas € auto-imunes
(revisto em VAN DE WINKEL & HOGARTH, 1998). Recentemente, KIMA et al (2000)
demonstraram que o estabelecimento da infec¢do por membros do complexo de Leishmania
mexicana é inibido na auséncia de anticorpos circulantes ¢ nos camundongos deficientes
em receptores Fc. Dados recentes mostram a relevancia da vasculite induzida por
complexos imunes, que parece ter papel importante na primeira etapa da patogénese da
leishmaniose cutdnea (BARRAL A & FREITAS dados ndo publicados). Dentro dos FcyRs,
o CD64 mostrou-se como uma alternativa terapéutica para resolugo da inflamagdo cutinea
em um modelo experimental, apds elimina¢do de macréfagos, de maneira seletiva, usando

uma imunotoxina MDX-44 (THEPEN et al., 2000), composta de um anticorpo monoclonal
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humanizado dirigido contra 0 CD64 e conjugado com a toxina ricina A (desenvolvido ¢
patenteado por Medarex Ltd.).

O estudo da expressdo dos FcyRs nas diferentes formas da leishmaniose cutdnea podera
ampliar os conhecimentos sobre estas moléculas, que constituem uma interface entre a

resposta imune humoral e celular e possivelmente entre susceptibilidade e resisténcia.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Populac¢ao estudada

Neste estudo foram incluidos 16 individuos portadores de leishmaniose cutinea localizada
(M/F=12/4, idade=1,5-71) oriundos da 4rea endémica de Jequi¢ (Bahia, Brasil). Esses
individuos apresentavam ulcera¢des cutdneas unicas localizadas geralmente em MMII
(membros inferiores),.freqiientemente associado com linfadenopatia com presenga do
parasito. A confirmagdo diagnostica foi realizada pela positividade de teste de
hipersensibilidade tardia (Reagdo de Montenegro-DTH), bidpsia da lesdo e pela
imunofluorescéncia indireta (RIFI), como resumido na Tabela 1. Todos os individuos foram
submetidos a uma avaliag@o clinica ¢ encaminhado para tratamento, orientagdo € retorno ao

ambulatorio.

4.2 Controles

Voluntarios aparentemente sadios (n= 15, M/F=5/10, idade=21-45) da éarea urbana de

Salvador-BA que nio tivessem historia de contato com area endémica para leishmaniose

serviram como grupo controle.
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4.3 Obtencao das células

O sangue periférico da populagdo estudada e dos controles foi coletado por pun¢do venosa
de vaso basilico do antebragos, utilizando sistema de coleta (Vacutainer Franklin Lakes-

NJ-EUA).

4.4 Protocolo de Marcacio

Amostras de 50 wl de sangue total diluidas com S50 ul de tampdo
(PBS+1%BSA+0.1%AZIDA SODICA) foram acrescidas de anticorpos fluorescentes
(Tabela I1), seguido de homogeneizagdo e incubagdo por 30 minutos a 4° C na auséncia de
luz. Apos este periodo, foi realizada a lise das hemaceas utilizando 1 ml de solugdo
comercial de lise (Lysing solution, BDIS-San Jose-CA-EUA) por tubo de amostra,
homogeneizando com vortex e deixado a temperatura ambiente por 10 minutos, protegido
da luz. Apos este periodo, foram realizados duas lavagens com 1 ml de tampdo, utilizando
1000 rpm por 5 minutos 4 4° C. Ao final deste procedimento, as células foram
ressuspendidas em 200 pl de solugio de formalina a 1% e mantidas a 4 ° C , protegidas da

luz, para posterior aquisi¢io e analise no citdmetro de fluxo.



24

4.5 Citometria de fluxo

A aquisi¢do e anélise das amostras foram realizadas em citdmetro de fluxo FACSort
(Becton-Dickinson), usando o programa CellQuest. A fluorescéncia especifica de cada
amostra foi corrigida pela interferéncia dos dois fluorocromos (compensagdo), pela
autofluorescéncia e pela ligagdo inespecifica de anticorpos, usando isotipos controles. Dez

mil eventos celulares foram adquiridos por amostra.

1-Dupla marcacio com anticorpos fluorescentes, CD16-

Sanguc ., CD32-CD64 . CD3-CD19-CD49d-CD56 ¢ isotipos.
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4.6 Analise estatistica

A analise dos dados foi realizado utilizando-se o programa GraphPad=Prism 3.0 (GraphPad
Sofiware, San Diego, CA—USA).

Nas comparagdes das populagdes celulares e da expressdo dos receptores Fey, de controles
sadios com pacientes com leishmaniose cutanea localizada, fo1 utilizado teste ndo pareado,

de Student. As correlagdes realizadas foram obtidas a partir da analise de Pearson.

4.7 Considerac¢des Eticas

Este projeto foi desenvolvido com aprovagio previa do comité de ética do Hospital

Professor Edgar Santos da Universidade Federal da Bahia.



Tabela I: Populagdo estudada de pacientes com LCL (Jequi¢-BA)
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Paciente |Idade | [Linfade |Tempo |Tamanho |Local DTH |RIFI Tempo | Diagnoéstico
nopatia |doenga | lesdo lesdo Cura |Histologico

1 8 M |Sim 45d 4cm MMII + - 60d ND

2 19 F {Néao 30d ND MMII - - 60d ND

3 71 M | Sim 20d ND MMII + + ND ND

4 62 M |Sim 40d ND MMSS |- - 45d ND

5 58 F |Sim 60d 2,0cm MMSS |+ + ND +

6 66 M |Néo 90d 6,0cm MMSS |+ - 60d ND

7 5 M | Néo 150d | 1,5cm FACE |+ - 150d ND

8 9 F |Sim 30d 1,0cm MMII + + 60d -

9 31 M |Sim 60d 1,0cm MMII + + Ativo -

10 1.5 F |Néo 60d 1,5cm MMSS |+ + 120d ND

11 48 M |Nio 45d 5,0cm MMII + - Ativo -

12 15 M | Sim 21d 2,5cm MMII + + 180d +

13 21 M |Nio 90d 2,0cm MMIT |+ - 150d +

14 38 M | Sim 90d 1,0cm MMII + + 30d ND

15 5 M | Nio 30d 3.0cm MMII + + 75d -

16 ND |M |[ND ND ND ND ND [ND [120d +

MMII= Membros inferiores; MMSS= Membros superiores; ND= Nio disponivel; DTH= Intradermoreagfo de

Montenegro; RIFI= Reag¢fio de imunofluorescéncia indireta.
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Anticorpo Conjugado Clone Isotipo Companhia

IgGl FITC 679.1Mc7 Immunotech, Marseille, Franga
IgG2a PE 679.1Mc7 Immunotech, Marseille, Franga
a-CD3/  molécula|FITC HIT3a IgG2a BDIS-PH-San Jose, CA, EUA
associada ao TCR

a-CD56/ N-CAM PE N901 IgG1 Immunotech, Marseille, Franca
a-CD19/ molécula | FITC 467 IgGl BDIS-San Jose, CA, EUA
associada ao BCR

a-CD80/ B7.1 PE 104 IgG1 Immunotech, Marseille, Franga
a-CD64/ FcyR1 FITC 22 IgG1 Immunotech, Marseille, Franga
a-CD14/  receptor | PE BDIS-San Jose, CA, EUA

LPS

a-CD16/ FeyRIITA  |[FITC 3G8 [gGl Immunotech, Marseille, Franca
a-CD32/ FeyRII PE 2E1 IgG2a Immunotech, Marseille, Franca
a-CD49d/ VLA4 PE L25/Sp2  |IgG2b BDIS-San Jose, CA, EUA
a-CD64 / FcyRI FITC 10.1 IgGl BDIS-PH-San Jose, CA, EUA

FITC=Isothiocianato de fluoresceina PE= Ficoeritrina IgG=Imunoglobulina G




5 RESULTADOS

5.1 DEFINICAO DE POPULACOES CELULARES

5.1.1 Morfologia

As populagdes celulares foram definidas por fluorescéncia inespecitica, com o “forward
scatter” (FSC) e o 7side scatter” (SSC) como pardmetros de tamanho e granulosidade
celular, respectivamente. Entio procedeu-se a selecdo das populagdes de linfocitos,
mondcitos, neutrofilos e eosinodtilos por “gates” ou janelas nestas respectivas populagoes,
como demonstra a figura 3. Essas janelas foram confirmados com as marcagdes especificas

para cada populagdo.

5.1.2 Marcacio especifica

A populagdo linfocitaria foi definida por marcagdo negativa para CD64 e CD14 e
marcagdo positiva para as diversas subpopulagdes. As subpopulagdes linfocitarias foram
definidas por marcagdes especificas que distinguiram linfocitos T, marcados com CD3,
células NK, marcadas com CD56, células NKT, marcadas duplamente com CD3 e CD56 ¢
linfocitos B marcados com CD19, como demonstrado nas figuras 3.2 e 3.4. A populagio
monocitéria foi definida com marcagdo positiva para CD64 (Fig. 3.7) e CD14 (dados ndo
mostrados) e marcagdo negativa com CD3 e C56. A populagio de neutrofilos foi
distinguida dos demais granuldeitos por marcagdo positiva para CD16 ¢ negativa para
CD49d (Fig. 3.11). A populagio de eosindfilos foi determinada por marcagdo positiva com

CD49d e negativa para CD16 e CD49d (Fig. 3.11). O CD32, por estar presente em todas as
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populagdes celulares (Fig. 3.3, 3.7, 3.10), ndo é um marcador especifico de linhagem

celular

5.2 QUANTIFICACAO DE POPULACOES CELULARES

Inicialmente, foram quantificadas as diversas populagles leucocitarias de pacientes e
controles em sangue total, para comparar a distribuigdo destas populagdes nos dois grupos.
A figura 4 mostra a distribui¢do das populagdes celulares em linfocitos, mondcitos,
neutrofilos e eosindfilos, como determinado acima. Foi observado uma redugio
significativa da % populagdo de neutrofilos no grupo de pacientes (35,7 % SE13,1)
quando comparado com o grupo de controles (47,5 % SE+£3,05) (p =0,012)

Na populagio de eosindfilos, observou-se aumento significativo nos pacientes (6,66 SE +
1,7) em relagdo a controles (0,67% SE20,67) (p=0.0063). Nao houve diferenca
significativa entre o numero de linfocitos totais em pacientes (49,8 % SE +3,5) quando
comparando com controles (42.7% SE+3,0 %). Posteriormente, foram realizadas analises
das sub populagdes de linfocitos (T, B, NK, NKT), como descrito acima. A figura 5,
mostra que houve uma diminuigdo de linfécitos T, de 62,8. + 2,8 % em doadores, para
44,7 + 3,2 % em pacientes (p=0.0002). As populagdes de células B, NK e NKT ndo
mostraram diferengas estatisticamente significantes entre os dois grupos. Para investigar
se estas flutuagdes nas populagdes celulares representam eventos independentes ou
interligados, passamos a calcular a correlagio estatistica entre elas. Como demonstrado na
figura 6A e B, encontramos correlagdo negativa entre neutrofilos e linfocitos, tanto em

pacientes (r= -0,73 e p= 0.0005) como em controles (r= -0,96 p<0,0001). Porém em 6A
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visualizamos também uma correlagdo negativa entre neutrofilos e monocitos (= -0,58 ¢
p= 0,023), apenas em doadores. Finalmente, na figura 6C observa-se correlagdo positiva

entre eosinofilos € monocitos (p= 0,0060 r=0,62), apenas em pacientes.

5.3 AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS FcyR

5.3.1 Avalia¢io da Expressio % FcyR

Posteriormente, foi realizado avaliagdo de receptores FcyRI, RII, RIII (CD64, CD32 e
CDI16, respectivamente) em linfocitos, monocitos e neutrofilos do sangue periférico de
controles e pacientes. Os resultados referentes a porcentagem de expressio estdo
resumidos na Tabela 1II. Observa-se nos controles quantificagdo de receptores Fcs de
acordo com a literatura, em que o CD 16 esta baixo ou ausente em mondcitos, € com alta
expressdo em neutrofilos (VAN DEN HERIK-OUDIJK et al., 1996). Nio foi possivel
detectar CD16 na populagdo linfocitaria, porém, quando essa marcagdo era realizada
utilizando a técnica de obtencgdo das células por gradiente de ficol hypaque essa marcagéo
era definida nas células NK, como esperado (dados ndo mostrados). O CD32 nos controles
estava expresso constitutivamente em lintdcitos, monocitos e neutrdfilos como esperado,
enquanto que CD64 era ausente em linfécitos, baixo ou ausente em neutrofilos , e
contituitivo em monocitos (VAN DEN HERIK-OUDIJK et al., 1996).

Dentre os receptores Fc abordados em todas as populagdes célulares citadas, observa-se
expressdo aumentada de CD16 em MC de pacientes com média de 9,5%, comparada com

3,6% para controles (p =0.025). Em linfocitos, detectamos aumento de expressdo de CD32
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em pacientes com média de 7,1% para 16% (p= 0.0021). Finalmente, observamos um

aumento de CD64 em neutrofilos de 1,5% para 25,7% (p= 0.0074).

5.3.2 Avaliacdo da Expressio FcyR em MFI

Prosseguindo, foi realizado avaliagdo da intensidade média de fluorescéncia (MF1), que €
uma medida do namero de receptores por célula (CD16, CD32 e CD64) em linfocitos,
mondcitos, neutrdfilos e eosindfilos do sangue periférico de controles e pacientes, o que
esta resumido na tabela I'V. Dentre todos os achados estatisticamente significativos, houve
permanéncia dos resultados obtidos na porcentagem de CD16 em mondcitos com média
de 13.5 para 28.8, como esperado. Com relagdo ao CD32 em linfocitos, houve aumento de
14.9 para 61.8, comparado controles com pacientes. A MFI de CD64 em neutrdfilos
estava aumentado de 4.9 para 26.5, como também em monécitos de 20.7 para 48.9,
quando comparado controles com pacientes.

Para investigar se o aumento em trés receptores diferentes em células distintas sdo eventos
independentes ou interligados, passamos a determinar correlagdo estatistica entre esses

trés achados.

5.4. CORRELACAO DE PORCENTAGEM DE FeyR

A Figura 7A e B mostra correlagio positiva entre CD16 ¢ CD32 em neutrofilos, tanto em
controles como em pacientes, sugerindo regulagdo metabolica previsivel. De maneira
surpreendente, a porcentagem de CD16 em neutrofilos também correlacionou-se com a

porcentagem de CD64 em monocitos de controles, mas ndo em pacientes, sugerindo
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mecanismos celulares ou moleculares distintos (Figura 7C). A figura 7D mostra
correlagdo positiva entre célula B e CD32 em linfocitos o que sugere uma interagio da

resposta imune humoral e celular (p=0,0002, r = 0,76).

5.5 CORRELACAO DE MFI DE FeyR

A figura 8A e B mostra correlagio extremamente significativa (p< 0,000l er = 0,85 a
0,98) entre a MFI de CD32 em neutrdfilos, linfocitos € mondcitos nos dois grupos,
sugerindo uma regulagdo estreita supracelular do nimero de receptores por célula. Por
outro lado, a Figura 8D mostra correlagio entre MFI de CD64 em neutréfilos e mondcitos
em pacientes (p = 0.0002 r = 0,80) e ndo em controles (8C p= 0.90) , sugerindo evento
relacionado ao processo patologico. A figura 9A mostra correlagio positiva de MFI entre
CD64 e CD32 em mondcitos tanto em controles como em pacientes, sugerindo regulagio
intracelular. A figura 9A mostra correlagio positiva entre MFI de CD64 em mondcitos e
CD16 em neutréfilos, em controles; e CD16 em monocitos de pacientes Fig, 9B. A figura
9C mostra correlagdo positiva, entre dois receptores significativamente aumentados
(p=0,0019 r=0,55) em pacientes, MFI CD32 em linfocito com CD64 em neutrofilo, evento
interligado e sugestivo por esta relacionado com o processo patologico, o que parece ser
refletido também em monocitos de pacientes. Além nos linfocitos, o CD32 em mondcitos
e neutrofilos também se correlaciona com o CD64 em neutréfilos, como mostrado na
figura 9D. Desta mesma forma, detectamos correlagio positiva de MFI entre CD64 e

CD32 em neutrofilos (p=0,0026, r =0,70).



5.6. CORRELACAO ENTRE DADOS CLINICOS E EXPRESSAO DE FceyR

A Figura 10 mostra correlagdo estatisticamente significativa entre a porcentagem de CD16
em monoécitos € os tamanhos das lesdes em pacientes com LCL (p=0,0031, r=0,80),
sugerindo um fator deletério para a evolugdo clinica dos pacientes. Ndo foi detectado
correlagdo significativa entre os demais receptores Fc e os outros pardmetros clinicos

(tempo de doenga, tempo de cura, local da lesdo, DTH e RIFI).
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Figura 3: Imagem densitometrica de fluorescéncia nio especifica por tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) celular, identificando as populagdes de linfocitos (azul), mondcitos
(vermelho), neutréfilos (verde) e eosinéfilos (laranja)
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Fig. 3.1: Imagem densitométrica de fluorescéncia especifica de células de sangue
periférico, selecionadas na janela de linfocitos, apos marcagdo com isotipos IgGI(FL1) e
IgG2a (FL2) A =controles B= pacientes
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Fig. 3.2: Imagem densitométrica de fluorescéncia especifica de células de sangue
periférico, selecionadas na janela de linfocitos, ap6s marcagdo com anti-CD 3 (FL1) e anti-CD
56 (FL2) A =controles B= pacientes
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Fig. 3.3: Imagem densitométrica de fluorescéncia especifica de células de sangue
periférico, selecionadas na janela de linfocitos, apos marcagdo com anti-CD64 (FL1) e anti-
CD32 (FL2) A =controles B= pacientes
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Fig. 3.4: Imagem densitométrica de fluorescéncia especifica de células de sangue
periférico, selecionadas na janela de linfocitos, apds marcagdo com anti-CD19 (FL1) e anti-
CD80 (FL2) A =controles B= pacientes
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Fig 3.5: Imagem densitométrica de fluorescéncia especifica de células de sangue
periférico, selecionadas na janela de mondcitos, apds marcagdo com isotipos IgGl (FL1) e
IgG2a (FL2) A =controles B = pacientes.
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Fig. 3.6: Imagem densitométrica de fluorescéncia especifica de células de sangue
periférico, selecionadas na janela de monécitos, apds marcagdo com anti-CD16 (FL1) e anti-
CD49d (FL2) A =controles B = pacientes
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Fig. 3.7: Imagem densitométrica de fluorescéncia especifica de células de sangue
periférico, selecionadas na janela de mondcitos, apés marcagdo com anti-CD64 (FL1) e anti-
CD32 (FL2) A = controles B = pacientes
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Fig.3.8:Imagem densitométrica de fluorescéncia especifica de células de sangue
periférico, sclecionadas na janela de neutréfilos, apoés marcagdo com isétipos IgGI(FL1) e

IgG2a (FL2 )A = controles B = pacientes

A B
- 131101CN.011 T 10040150 026
21 :
"o 3
%“ . %
) (o8
371 §
[T W
n -]
r
o R
o et T T T T % R G —
10° 10! 10° 10’ 104 i i i i 1o
FL1-Height FLHeigh

Fig.3.9: Imagem densitométrica de fluorescéncia especifica de células de sangue
periférico, selecionadas na janela de neutréfilos, apés marcagdo com anti-CD16 (FL1) ¢ anti-

CD49d (FL.2) A =controles B = pacientes



40

10040 1JG 033

v 131101CN.052 -
(=] p—a-
nO: ]
£ ] Z
N ™
o3 feo
§-—i E E
[TH
-] -l
OQ , OO
"10? 10! 102 10° 104 100 10’ 102 10% 104
FL1-Height FL 1-Height

Fig.3.10: Imagem densitométrica de fluorescéncia especifica de células de sangue
periférico, selecionadas na janela de neutrofilos, apdés marcagdo com anti-CD64 (FL1) e anti-

CD32 (FL2) A = controles B = pacientes
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Fig. 3.11: Imagem densitométrica de fluorescéncia especifica de células de sangue
periférico, selecionadas na janela de granulcitos, apds marca¢do com anti-CD16 (FL1) e anti-

CD49d (FL2) A = controles B = pacientes
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Tabela III: Expressio de (%) dos receptores FcyR CD16, CD32 e CD64 em linfécitos,

neutrdéfilos e monécitos de controles e pacientes com LCL

ANALISE
CONTROLES PACIENTES COM LCL | ESTATISTICA
Subpop. de| média | SE n média |[SE n p (teste t)
leucocitos
CDh16 |LC 1.2 0.7 14 |1.7 0.7 14 0.81
MC 3.6 1.1 11 (95 2.0 15 0.0255 *
NE 83.6 3.9 15 (911 22 16 0.166
CD32 |LC 7.1 0.9 15 |16.0 2.1 16 0.0021 **
MC 70.9 3.5 12 178.1 4.2 16 0.163
NE 65.6 5.9 13 779 3.6 16 0.0108 *
CD64 [LC - - - I- - - - -
MC 40.0 6.1 13 1534 4.3 16 0.297
NE 1.5 0.4 10 25.7 6.4 16 0.0074 **

LC= linfécitos, MC= mondcitos, NE= neutréfilos, SE= erro padrao
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Tabela IV: MFI dos FeyR CD16, CD32 e CD64 em linfocitos, neutrofilos e monécitos de

controles e pacientes com LCL

CONTROLES PACIENTES COM ANALISE
LCL ESTATISTICA
Sub média SE n média SE n |p(testet)
populagdo
de linfocitos
CD16 LC 4.1 29 13 49 2.6 15 10.498
MC 13.5 4.6 13 28.8 3.6 15 10.0168 *
NE 79.8 26.5 15 327.7 72.0 15 |0.0075 *k
CD32 LC 14.9 2.0 14 61.8 11.1 16 |0.0008 *kk
MC 325 6.6 14 223.6 48.7 16 |0.0014 *k
NE 22.1 2.6 15 162.5 31.7 16 |0.0003 *kk
CDé64 LC - - - - - - - -
MC 20.7 5.6 14 48.9 7.7 16 {0.0018 *k
NE 4.9 1.9 12 26.5 6.2 16 |0.0034 *ok

LC= linfécitos, MC= monocitos, NE= neutréfilos, SE= erro padrdo
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Fig.4: Distribui¢io (%) de populacdes celulares em sangue periférico de controles e
pacientes com LCL. As médias estdo representadas por linhas pretas e os limites inferiores e
superiores normais estdo delimitados por linhas vermelhas (Abbas et al, 1994) EO=
eosinofilos, NE= neutrofilos MC= monécitos LC= linfocitos (**p<0,001 *p<0,05, teste t ndo
pareado).
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Fig. 5: Distribuiciao (%)de sub populagdes linfocitiarias do sangue periférico de controles
urbanos e pacientes com LCL. As médias estdo representadas por linhas pretas T= linfocito
T, B= linfécito B, NK = célula natural killer, NKT (***=0,0004, teste t ndo pareado).
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Fig 6: Correlagio negativa entre porcentagem de populag¢des celulares em sangue
periférico de controles A) entre NE= neutrofilos e MC = mondcitos (p= 0,023 r=-0.58) e LC=
linfocitos (p<0,0001 r= -0,96) B) Correlagdo negativa em porcentagem de populagdes celulares
em sangue periférico de pacientes com LCL entre NE= neutréfilos e LC= linfocitos (p=0,0005
r = -0,73) C) Correlagdo positiva em porcentagem de populagbes celulares em sangue
periférico em pacientes com LCL entre EO= eosindfilos € MC=monécitos (p=0,0060 r = 0,62).
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Fig. 7: Correlagdo positiva da porcentagem de receptores Fc A) entre CD16 ¢ CD32 em
neutrofilos (p = 0,0074 r = 0,66) e CD64 em monocitos (p = 0,0431 r = 0,56) em controles B)
entre CD16 em neutréfilos € CD 32 em neutrofilos (p = 0,032 r = 0,53) e em linfocitos (p =
0,042 r=0,51) em pacientes com LCL C) entre CD16 em monoécitos € CD64 em neutrofilos (p
=0,0017 r = 0,78) em controles urbanos D) entre célula B e CD32 em linfocitos (p = 0,0068 r
=(,76) em pacientes com LCL.
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Fig. 8: Correlagdo positiva entre MF1 de A) CD32 em neutrofilos € monocitos (p <0,0001 r =
0,98) e linfocitos (p <0,0001 r = 0,90) em controles B) CD32 em neutréfilos e mondcitos (p
<0,0001 r = 0,98) e linfocitos (p <0,0001 r = 0,85) em pacientes com LCL C) CD64 em
neutrofilos € monocitos (p = 0,90 r = 0,045) em controles urbanos D) CD64 em neutrofilos e

mondacitos (p = 0,0002 r = 0,88) em pacientes com LCL
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p=0,0031 r = 0,80) em pacientes com LCL



6 DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliada a expressdo ex vivo dos receptores Fc para IgG (CD16,
CD32 e CD64) em leucocitos do sangue periférico de pacientes com leishmaniose cutdnea
localizada (LCL), comparado com a de controles. Para iniciar este estudo, avaliamos as
populagdes leucocitarias ¢ nos certificamos que existia uma distribuigdo normal destas
(ABBAS et al, 1994). Porém, encontramos uma diminui¢do significativa do niimero de
neutrofilos em pacientes, comparados aos controles € um aumento significativo na
populagdo de eosindfilos (Figura 4). Esta eosinofilia pode estd relacionada com a
positividade do exame parasitologico para helmintos em alguns pacientes (5 de 16) (dados
ndo mostrados). Por outro lado, sabendo da presenga de eosinofilos tanto em lesdes
cutdneas de pacientes como em modelos experimentais, avaliamos a expressdo de
marcadores de superficie desta populagio. Nossos dados preliminares (anexo I) mostram
um estado de ativagdo celular nos eosinofilos de pacientes, aparentemente 1L.-5-
independente, o que sugere uma possivel participa¢do deste tipo celular na resposta imune
contra Leishmania, fora da via cléssica das citocinas tipo 2. Além disso, detectamos uma
correlagdo positiva (p=0,0060) entre a porcentagem de eosinofilos € monocitos, o que
poderia sugerir uma regulagdo paralela dessas duas populagdes na mielopoiese,

provavelmente induzida pelo parasito.

O CD16 ¢ marcador de neutrofilo e célula NK. Ao analisar este receptor nas células
morfologicamente definidas como neutrofilos, eosinofilos e monocitos, observamos uma

forte expressdo, auséncia e baixa expressdo, respectivamente, conforme a literatura. Porém,
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nas células morfologicamente definidas como linfocitos, observamos uma discrepancia
entre a ligagdo do anti-CD16 (1.7 %) e do anti-CD56 (10.2 %), o mais fiel marcador de
célula NK. Entretanto, ao realizarmos analise de fluorescéncia nas células
morfologicamente definidas como linfocitos e obtidas a partir do gradiente de Ficoll,
conseguimos detectar um percentual maior de células marcadas com anti-CD16 ¢ anti-
CDS56, confirmando a qualidade do anticorpo. Sugerimos, entdo, que ao utilizarmos sangue
total que contém uma populagdo de neutrdfilos muito superior e repletos de CD16 em
comparagdo as células NK, existiria uma competi¢do pelo ligagdo do anticorpo, ligando-se
preferencialmente a neutréfilos em detrimento da célula NK.

Observamos que a expressdo de CD16 em mondcitos, normalmente presente em
percentuais baixos, mostrou-se aumentado de 3,6% para 9,5% em pacientes (Tabela III).
Sabe-se que a expressio de CD16 € regulado positivamente pelo mediador soltvel
TGF-B (WELCH et al., 1990). Em algumas outras patologias, como ocorre nos pacientes
com AIDS, a expressdo de CD16 esta aumentado em mondcitos, 0 que se associa com uma
maior produgdo de TGF-3 (LOCHER et al., 1994).

O TGF-f3 ¢ um mediador envolvido na diminuigio da produgdo de IFN-y e inibig¢do
do receptor de IL-2, levando a mecanismos de desativagdo macrofagica. BARRAL NETTO
et al. (1992), demonstraram que a infec¢do de camundongos BALB/c por L. amazonensis,
tanto in vitro como in vivo, induz a produgido de TGF-§ ativo e que anti TGF-f protege
estes camundongos susceptiveis, sugerindo um mecanismo de escape do parasito.
TGF-f exogeno induz a reversdo, in vivo, de cepa avirulenta em virulenta e reativa doenga
latente (BARRAL et al,, 1993). Em macrofagos humanos infectados com L. amazonensis,

L. braziliensis e L.chagasi, houve aumento na produgio de TGF-B, e a sua utilizagdo



exdgena favorecia a replicagdo do parasito em macrofagos infectados com L. braziliensis.
Adicionalmente, em bidpsias de pacientes com leishmaniose cutdnea em fase inicial e
mucosa ativa foi encontrado a presenga de TGF—-f3 (BARRAL et al., 1995). Nossos dados
mostram correlagdo positiva entre porcentagem de CD16 em mondcitos e tamanho da
lesdo, (Fig 10) sugerindo um prognéstico negativo para estes pacientes. Gostariamos de
propor, entdo, este receptor como um possivel marcador de evolugdo clinica, o que podera
ser verificado acompanhando esses pacientes apos o tratamento. O receptor de baixa
afinidade para IgE (CD23) ja foi proposto como possivel marcador de evolugdo clinica em
pacientes com leishmaniose cutdnea, sendo altamente expresso in situ em pacientes ndo
tratados e refratarios ao tratamento (VOULDOQUKIS et al, 1994). Foi demonstrado também
que esta expressido do CD23 em macrofagos, in situ, relaciona-se com elevada produgédo de
IgE, secre¢do de TNF-a e NO, o que levaria a morte intracelular de L. braziliensis, in vivo,

e L. major, in vitro (VOULDOUKIS et al., 1994 & 1995).

Encontramos a expressdo de CD32 em linfocitos aumentada de 7,1 % em controles
sadios para 16 % em pacientes (p= 0.0021) (Tabela III). Apesar de termos observado uma
correlac@o significativa com a expressdo de CD19, marcador de célula B, este ultimo ndo
mostrou reprodutibilidade em técnica de sangue total e sim em PBMC pelo gradiente de
ficol- hypaque (dados ndo mostrados). A técnica de lise das hemacias utilizada no protocolo
expde todas as populagdes celulares a um choque hipotonico. As células B, além de se
encontrar em concentragdes reduzidas no sangue periférico, poderiam ser mais sensiveis a
essas variagdes osmoticas, tendo em vista que elas apresentavam uma maior

autofluorescéncia (dados nio mostrados).
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Em linhas gerais a célula B desempenha papéis importantes na apresentagdo de antigeno e
na produgdo de anticorpos. Nas formas tegumentares da leishmaniose, a produgdo de
anticorpos relaciona-se a formagdo de imuno complexos, que determina a vasculite na fase
inicial da patogénese (comunicagio pessoal Barral A. & Freitas L.), enquanto que na forma
visceral existe uma exacerbagio da resposta humoral com ativagio policlonal de lintécito B
e altas titulagSes de anticorpos, justificando a gravidade desta forma (GALVAO-CASTRO
et al., 1984). Sabe-se que a célula B expressa preferencialmente o FcyRIIb (JESSUP et al,,
2001) que possui regulagdo de sinalizagdo a partir do motivo ITIM determinando inibigdo
de suas fungdes. Entretanto, sugere-se duas hipoteses, caso as células B sejam reguladas
pela isoforma Rllb, estaria ocorrendo uma inibi¢do da produgdo de anticorpos como ocorre
na leishmaniose cutdnea localizada. Para testar esta hipdtese, precisariamos quantificar a
IgG total sérica e nas lesdes, correlacionando com a expressio do CD32. Caso a isoforma
fosse Rlla, possuindo motivo regulatorio ITAM, levando a ativagdo deste receptor, a célula
B poderia estar desempenhando papel deletério na produgdo exacerbada de anticorpos,
como nas formas visceral e cutdnea difusa da leishmaniose. A figura 8 A e B mostra forte
correlagdo positiva entre o0 mesmo receptor (CD32) em trés populagdes diferentes, no caso
linfécitos, monocitos e neutrdfilos., tanto em controles como em pacientes. Este achado
sugere uma regulagdo genética da expressdo, em contraste aos outros FcyRs, que sdo
regulados principalmente por citocinas. Pretendemos avaliar esse € outros polimorfismos
genéticos dos FcRs para investigar uma possivel associagdo entre esses receptores e

susceptibilidade ou severidade das diversas formas clinicas da leishmaniose.
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Finalmente, foi detectado um aumento significativo da expressdio de CD64 em
neutrotilos, de 1,5% para 25,7%, comparando com controles (Tabela III) Normalmente,
este receptor estd ausente ou em baixas concentragdes, podendo ser aumentado por
estimulo com GM-CSF, IFN-y ou IL-10 (ERBE et al,, 1990 & HUIZINGA et al., 1991).
Em outras patologias como a sindrome de respostas inflamatérias sistémicas, o CD64 esta
aumentado em neutrofilos de 19% para 65% comparando pacientes com controles
(QURESHI et al., 2001). BOVOLENTA et al. (1998) demonstraram que o aumento de
CD64 em neutrofilos estd sendo mediado por IFN-y e que houve falha na expressdo
quando tratados com IL-10, em contraste aos monocitos. Baseado nos achados de
BOVOLENTA et al. (1998), a correlagdo entre MFI de CD64 em mondcitos e neutrofilos
visto na figura 6A sugere que a indugdo do CD 64 nos pacientes seria mediada por IFN-y
ou GM-CSF e provavelmente ndo por IL-10.

Na figura 7C encontramos correlagdo de CD16 em mondcitos com CD64 em
neutrofilos nos controles. Porém, em pacientes esta correlagdo ndo aparece, sugerindo
mecanismos moleculares e/ou celulares distintos. Sabemos que a expressdo destes dois
receptores ¢ mediada por citocinas distintas e antagdnicas, no caso TGF-B e 1FN-y,
respectivamente. Sugerimos, entdo, a possivel existéncia de subgrupos de pacientes que
estariam sendo regulados por mecanismos imunologicos antagOnicos. Baseado nestas
suposigOes, estes marcadores apontam para uma analise preditiva de evolugdo clinica,
sugerindo um mecanismos de monitoramento de falhas terapéuticas baseado em uma

analise simples e pouco dispendiosa como a citometria de fluxo
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7 CONCLUSOES

1.

Foi observado um aumento significativo da populagdo de eosindfilos e diminuigéo
significativa de neutrofilos em pacientes com leishmaniose cutdnea localizada

comparados com controles.

Foi observado um aumento significativo da porcentagem de mondcitos expressando
CD16, linfocitos expressando CD32 e neutrofilos expressando CD64 em pacientes com

leishmaniose cutanea localizada comparados com controles.

Observamos uma correlagdo positiva entre a porcentagem de mondcitos expressando

CD16 e tamanho da lesdo em pacientes com leishmaniose cutanea localizada.



8 PERSPECTIVAS

Primeiramente, gostariamos de correlacionar os nossos achados da expressdo dos
FcyR no sangue periférico com a expressdo in situ, tanto nas lesdes cutdneas
localizadas como nas formas mucosas, difusa e visceral, considerando que a
expressdo diferenciada de citocinas nestas diversas manifestagdes clinicas deveria
influenciar a expressdo dos FcyR.

Uma segunda perspectiva constituiria no estudo da possivel correlagdo entre a
expressio dos FcyR e a resposta imune anti-Leishmania, tanto celular como
humoral. Pretendemos quantificar o teor de lgG anti-leishmania no plasma dos
pacientes, linfoproliferacdo e a produgdo de citocinas (IFN-y, IL-10, GM-CSF e
TGF-B) em cultura de sangue total ex vivo.

Realizar avaliagdo genotipica dos diversos polimorfismos dos FcyR

Finalmente, dentro dos receptores Fc, o CD64 mostrou-se um promissor alvo
terapéutico num modelo experimental de inflamag¢do cutanea, utilizando uma
imunotoxina MDX-44 composta de um anticorpo monoclonal humanizado dirigido
contra o CD64 e conjugado a uma toxina ricina A (®Medarex Lta) resultando em
eliminagdo por apoptose dos macrédfagos intflamatérios e provocando decréscimo
dos parametros clinicos associados com a inflamagio (Thepen et al., 2000). Assim a
MDX-44 abre perspectivas para o seu possivel uso terapéutico na leishmaniose
cutdnea localizada (anexo II), com facil aplicagio na lesio. Porém, a MDX-44
poderia ser considerada como terapia alternativa para as formas de maior morbi-
letalidade como a mucosa, difusa e visceral, possivelmente administrada de forma

sistémica.
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RESULTS

® We found an increase in EO in untreated patients and controls
from an endemic as compared to urban controls.
Surprisingly, the amount of EO was further increased after succesful
treatment.
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High affinity IgG receptor (CD 64) as a molecular
target for possible therapeutic intervention in human

INTRODUCTION

Current first-line treatment of cutaneous and visceral leishmaniasis with
pentavalent antimony is associated with mild to serious side-effects and
relapses. Alternative treatments using recombinant cytokines with known
leishmanicidal activity (IFN-y and GM-CSF) have been successful. Both
cytokines have also been shown to induce expression of the high affinity IgG
receptor ( CD 64) on myeloid cells. We are currently exploring the possible
therapeutic use of H22xRA (Medarex Inc.), consisting of a humanized anti-
CD 64 monoclonal antibody conjugated to ricin A, in human leishmaniasis.
Since the CD 64 antigen is preferentially expressed on activated or
inflammatory macrophages, H22XRA can be used to eliminate these cells in a
highly selective manner, as recently demonstrated in na experimental model
of cutaneous inflammation in HuCD 64-transgenic mice (Thepen et al.,Nature
Biotechnology, 2000).

OBJECTIVE

eWe are currently testing the biological effects of H22xRA in human
monocytes/macrophages infected with different strains of Leishmania in vitro

METHODS

*PBMC were isolated by FICOLL-HYPAQUE centrifugation.
eMonocutes were perified by adherence and cultured in 84 well plates for
infection with L. amazonensis and braziliensis and FACS analysis

eApoptosis related molecules were evaluated by FACS analysis (Facsort
Becton & Dickinson) using fluorescent labeled antibodies.

RESULTS: 1

«Treatment of monocyites with H22xRA decreases CD 64 surface
(B) in a dose-dependent

expression (A) and increases apoptosis
manner, without altering Fas/CD 95 expression (C)
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RESULTS: 2

«Treatment of macrophages with H22xRA increases apoptosis in a
dose-dependent manner
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RESULTS: 3

% +oells

+CD 64 surface expression increases with IFN-y treatment in both
Leishmania-infected and uninfected macrophages

Effect of L.am on CD 64 expression

CONCLUSION

«We found a time- and dose-dependent induction of apoptosis (determined

by annexxin V staining) in uninfected as well as L. amazonensis-infected

cells. Macrophages were more sensitive to the drug than monocytes,

reaching up to 90% apoptotic cells at 48 h of treatament. Both CD 64

expression and apoptosis were significantly increased by pretreatment with

IFN-y, although strong donor-to-donor variation was observed for CD 64
following in vitro infection. Possible therapeutic

expression, especially
benefit in vivo will be tested in HuCD 64-transgenic mice, as na
experimental model for both cutaneous and visceral leishmaniasis.
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