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"E melhor tentar e falhar,

que preocupar-se e ver a vida passar;

¢ melhor tentar, ainda que em vao,

que sentar-se fazendo nada até o final.
Eu prefiro na chuva caminhar,

que em dias tristes em casa me esconder.
Prefiro ser feliz, embora louco,

que em conformidade viver ..."

Martin Luther King
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RESUMO

MODULACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA IN VITRO A Leishmania chagasi
EM INDIVIDUOS BAIXOS PRODUTORES DE IFN-y

Introducdo: Nas leishmanioses, prote¢do e cura se correlacionam com o desenvolvimento
de resposta imune tipo Th1, e IFN-y ¢ considerada uma molécula chave nesta resposta. Ao
contrario, a resposta Th2, resulta na progressao da doenga. Vale ressaltar que a produgao de
IFN-y, ap6s o contato com a Leishmania, difere entre individuos sadios, alguns apresentam
alta producdo de IFN-y (AP), enquanto outros respondem com baixa produgdo (BP). Isto
tem sido observado com diversas espécies de Leishmania, assim como na infec¢do natural,
na fase inicial da doenca. A ativacdo do linfocito T pode ser modulada por coestimuladores,
presentes na superficie de linfocitos e nas APCs, a exemplo da molécula sinalizadora na
ativacdo de linfocitos T (SLAM). Evidéncias apontam para o envolvimento dessas
moléculas na regulagdo da resposta imunologica. Objetivo: Avaliar o papel da via de
sinalizacdo de SLAM na modulacdo da resposta imune em células mononucleares de
sangue periférico (CMSP) de individuos BP, frente a estimulag@o in vitro por Leishmania
chagasi. Metodologia: CMSP de individuos sadios BP foram estimuladas in vitro com L.
chagasi na auséncia ou na presenca do anticorpo monoclonal anti-SLAM (a-SLAM), com
ou sem tratamento por citocinas proinflamatorias (rIFN-y ou rIL-12). Os sobrenadantes das
culturas foram analisados por ELISA para IFN-y e interleucina (IL)-10. Resultados: Sob
estimulacdo de L. chagasi, o bloqueio da via SLAM ndo modificou a sintese de IFN-y e IL-
10, independente do tratamento com rIL-12. No entanto, o tratamento com rIFN-y reduziu a
sintese de IL-10 e elevou a secre¢do de IFN-y enddgeno, independente do bloqueio da via
SLAM. Conclusées: O bloqueio da via SLAM, com adi¢do dea -SLAM (10pug/mL), nao
interfere significativamente na producdo de IFN-y e IL-10. O tratamento das CMSP com
rIFN-y € capaz de induzir a reducao da producao de IL-10 e o aumento de I[FN-y de forma
significativa, enquanto que o tratamento com rIL-12 aumenta a producdo de IFN-y, mas
nao interfere na produgdo de IL-10 dos individuos baixos produtores. Faz-se necessario
ampliar o estudo da acdo imunomoduladora da SLAM frente a Leishmania chagasi, para
um melhor entendimento do papel desta via de sinalizagdo na resposta imunoldgica dos BP.

Palavras-chaves: Leishmania chagasi; Imunomodulagdo; SLAM; IFN-y; IL-10.
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ABSTRACT

MODULATION OF IN VITRO IMMUNE RESPONSE TO LOW IFN-y
RESPONSRES AGAINST LEISHMANIA CHAGASI

Introduction: Visceral leishmaniasis is a serious public health problem in several parts of
the developing world. In leishmaniasis, protection and healing correlate with the
development of Thl immune response, and IFN-y is considered a key molecule in this
response. In contrast, the Th2 response results in disease progression. It is noteworthy that
after contact with Leishmania the production of IFN-y differs between healthy individuals.
Some of them are high IFN-y producer (HIFN-yP), while others respond with low IFN-y
producer (LIFN-yP). This has been observed in the in vitro response to several species of
Leishmania, as well as in the early phase of the disease in patients with leishmaniasis. The
activation of T lymphocytes can be modulated by immunomodulatory receptors present on
the surface of lymphocytes and antigen presenting cells (APCs). Signaling lymphocytic
activation molecule (SLAM, CD150) is a transmembrane protein that promotes Th2
differentiation. Evidences support the involvement of this molecule in the immune response
against parasites. Objective: To evaluate the role of SLAM signaling pathway in the
modulation of immune response of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from
individuals low IFN-y producers (LP) against Leishmania chagasi. Methodology: Healthy
individuals’ PBMC were stimulated in vitro with L. chagasi and monoclonal anti-SLAM
(a-SLAM), in the presence or not of inflammatory cytokines (rIFN-y or rIL-12). The
supernatants of the cultures were analyzed by ELISA for the determination of IFN-y and
interleukin 10 (IL-10) concentrations. Results: Upon stimulation of PBMC with L.
chagasi, the blocking of the SLAM signaling pathway with a-SLAM did not affect the
synthesis of IFN-y and IL-10, regardless of treatment with rIL-12. However, after rI[FN-y
treatment of antigen stimulated cells it occurred a download of IL-10 synthesis and upload
IFN-y secretion, regardless of the blockade of SLAM signaling pathway. Conclusions: The
blocking of SLAM signaling pathway with a-SLAM at the concentration of 10pg/mL does
not interfere significantly in the IFN-y and IL-10 production of PBMC from individuals LP
stimulated with Leishmania chagasi promastigotes. Treatment of PBMC with rIFN-y is
able to induce a reduction of IL-10 and an increment of IFN-y in the supernates cultures,
whereas treatment with rIL-12 enhanced IFN-y production, but does not interfered with IL-
10. It is necessary to make further studies to better understand the role of the SLAM
signaling pathway in the immune response of LP against Leishmania chagasi.
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I. INTRODUCAO




A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma doenca infecto-parasitaria, zoonética, sendo
o homem um hospedeiro susceptivel que adquire a infec¢do ao entrar em areas enzooticas
(ASHFORD, 1997). Constitui a forma mais grave das leishmanioses, conhecida no Oriente

por “kala-azar” (febre negra), por apresentar febre irregular e escurecimento da pele.

De acordo com a Organizacao Mundial da Saude (OMS), a LV ¢ endémica em
62 paises, ¢ mais de 90% dos casos ocorrem em seis paises: Bangladesh, India, Nepal,
Sudao, Etiopia e Brasil (CHAPPUIS ef al., 2007). No Brasil, a maior incidéncia ocorre no
Nordeste, com 92% do total de casos, seguido pela regido Sudeste (4%), a regido Norte
(3%), e, finalmente, a regido Centro-Oeste (1%), em algumas localidades, a taxa de

letalidade chegou a 10% (BRASIL\MS, 2007).

Hospedeiros imunocompetentes desenvolvem, rapidamente, diversas estratégias
para impedir a entrada da Leishmania nas células, sua multiplicagdo e disseminagdo,
utilizando recursos da imunidade inata e da resposta adquirida (BRITTINGHAM et al.,
1999). Nas leishmanioses em geral, a resposta imune celular ¢ considerada a mais
importante, tanto na resisténcia, quanto na susceptibilidade. No modelo da LV, a resisténcia
do hospedeiro envolve a participagdo de células T CD4+, T CD8+, além da produgdo de
citocinas como IL-2, IFN-y e IL-12; enquanto que a susceptibilidade esta relacionada a
sintese de IL-10, mas nao de IL-4 (BACELLAR et al., 2000; SACKS; NOBEN-TRAUTH,
2002). Vale ressaltar que a produgdo de IFN-y, apds o contato com a Leishmania, difere
entre individuos sadios, alguns produzem grandes quantidades de IFN-y, enquanto outros o
produzem em baixas concentragdes (POMPEU et al, 2001). Este achado tem sido
observado com diversas espécies de Leishmania, in vitro, assim como em individuos
naturalmente infectados, na fase inicial da doenca (ROCHA et al., 1999; BOURREAU et
al.,2001).

A ativagdo das células do sistema imunoldgico ¢ modulada através do equilibrio
dos sinais acionados por uma diversidade de receptores ativadores, receptores
coestimuladores e receptores inibidores. A molécula sinalizadora na ativacdo do linfocito
(SLAM) pertence a familia de receptores relacionados a SLAM, que ¢ um subgrupo da

superfamilia das imunoglobulinas. SLAM ¢é um receptor de superficie celular que atua

18



modulando a fun¢do de diversas células hematopoiéticas envolvidas na imunidade inata e

adquirida (VEILLETTE; LATOUR, 2007).

A acdo moduladora de SLAM esta associada a sua capacidade de interagir com
um adaptador intracitoplasmatico, a proteina associada a SLAM (SAP). A interacdo entre
SLAM e SAP influencia de forma marcante a resposta imunologica (GARCIA;
CHULUYAN, 2007).

A expressao de SLAM e SAP tem demonstrado exercer controle na producdo de
IFN-y pelo linfcito T, citocina essencial na defesa do hospedeiro contra infecgdes por
agentes intracelulares. A modulagdo da resposta imunologica por essas moléculas tem sido
estudada nas infecgdes por Mycobacterium leprae (GARCIA et al., 2001), M.tuberculosis
(PASQUINELLI et al., 2004), virus da coriomeningite linfocitica (WU et al., 2001),
Toxoplasma gondii (CZAR et al., 2001), L.major (WANG et al., 2004) e L. amazonensis
(VILAR, 2009). No entanto, esta modulag@o ainda ndo foi investigada na infecg¢@o por L.

chagasi.

Assim, torna-se fundamental a compreensao dos mecanismos imunoldgicos que
controlam a resposta do hospedeiro ao parasito e que direcionam esta acdo para um padrao

de citocinas Th1, importante para a eliminagdo de patdgenos intracelulares

O presente estudo tem como objetivo avaliar se a resposta imunoldgica de
individuos baixos produtores de IFN-y ¢ modulada pela via de sinalizagdo SLAM-SAP, na

estimulacdo in vitro por L. chagasi.
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II. REFERENCIAL TEORICO




1. Leishmaniose Visceral: Aspectos gerais

1.1 Epidemiologia

A leishmaniose ¢ uma doenga infecto-parasitaria, zoon6dtica (LAINSON; RYAN;
SHAW, 1987), considerada um grande problema de saude publica, que representa um
complexo de doencas com importante espectro clinico e diversidade epidemiologica
(BRASIL\MS, 2007). A estimativa da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ¢ de que a
prevaléncia mundial seja de aproximadamente 12 milhdes de casos e o nimero de pessoas
expostas ao risco de contrair a doenga possa ser 350 milhdes, com registro de 1,5 milhdes
de novos casos de leishmaniose tegumentar (LT) e 500.000 de leishmaniose visceral (LV)

(WHO, 2009).

Entre as formas clinicas das leishmanioses, a leishmaniose visceral (LV) ou
calazar constitui-se na mais grave, pois, quando ndo tratada adequadamente, determina
elevados indices de letalidade (WHO, 2009). A LV encontra-se amplamente distribuida no
mundo, principalmente nas regides tropicais e subtropicais da Asia, Oriente Médio, Africa

e Américas (WHO, 1990; MARZOCHI; MARZOCHI, 1994; FUNASA, 1996)(Figura-1).

"fis‘il‘;.‘.‘

B Endemic areas

Figura 1 - Distribui¢do mundial da leishmaniose visceral.
Fonte: CHAPPUIS et al., 2007.
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Segundo a OMS, a LV ¢ endémica em 62 paises, com registro anual de 50.000
mortes (WHO, 1990; DESJEUX, 1996 e 2004). Mais de 90% dos casos de LV ocorrem em
seis paises: Bangladesh, India, Nepal, Sudio, Etiopia e Brasil (CHAPPUIS et al., 2007).

No continente americano ¢ conhecida como leishmaniose visceral americana
(LVA), tendo maior prevaléncia em criangcas na faixa etaria de zero a nove anos,
correspondendo a 80% dos casos detectados, ocorrendo com freqiiéncia em regides nas
quais a pobreza e desnutricdo sdo comuns (BADARO; JONES; LOURENCO, 1986; WHO,
1990; FUNASA, 1996). A razao da maior susceptibilidade das criancas ¢ explicada pelo
estado de relativa imaturidade imunolégica celular, agravado pela desnutrigao, tdo comum
nas areas endémicas, além de uma maior exposi¢ao ao vetor no peridomicilio. Por outro
lado, o envolvimento do adulto tem repercussdo significativa na epidemiologia da LV,
pelas formas frustras (oligossintomaticas) ou assintomaticas, além das formas com

expressao clinica (BRASIL\MS, 2005).

Nos ultimos 10 anos, foi notificado no Brasil uma média de 30 mil casos de LT e
de 3.000 de LV por ano (MS-SVS, 2003). Além disso, a doenga tem sido relatada em 19
dos 26 estados do pais, em mais de 1.600 municipios. A regido com a maior incidéncia foi
o Nordeste, que apresentou 92% do total de casos, seguido pela regido Sudeste (4%), Norte

(3%) e Centro-Oeste (1%) (MS-SVS, 2006).

O municipio de Fortaleza apresentava, até 1999, baixas prevaléncias de LV, tanto
da infec¢do canina como da humana. No entanto, a partir desse ano, ocorreu um aumento
importante e persistente na prevaléncia da doenga humana, com confirmagdo de 3.147
casos novos no periodo de 2001 a 2007, atingindo o pico em 2006: época em que foram

registrados 239 casos da doenca (BRASIL/SESA, 2008).

Historicamente, a LV no Brasil teve seu inicio associada ao ambiente rural,
baseada especialmente em estudos realizados em Sobral (CE) no periodo de 1954 a 1956
quando uma séria epidemia ocasionou dezenas de mortes. Neste momento, caes e vetores

foram associados a cadeia epidemiologica do ciclo doméstico. O flebotomineo Lutzomyia
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longipalpis foi identificado como vetor, através de estudos de competéncia vetorial

(DEANE; DEANE, 1954a, 1954b; DEANE, 1956).

Drésticas alteracdes no meio ambiente, causadas pela acdo humana, mudaram a
ecologia de algumas espécies de vetores e de Leishmania e, deste modo, a epidemiologia
das leishmanioses (RANGEL, 1995). Segundo dados do IBGE, 85% da populacao do pais
vive em area urbana, o que cria condi¢cdes favoraveis para a emergéncia e reemergéncia de
doengas, entre elas a LV. Associado a isto hd ainda um complexo de fatores, como
mudangas ambientais e climaticas, redu¢do dos investimentos em satde ¢ educacao,
descontinuidade das ag¢des de controle, adaptacao do vetor aos ambientes modificados pelo
homem, fatores pouco estudados ligados aos vetores (variantes genéticas), € novos fatores
imunossupressivos, tais como a infec¢ao pelo HIV e dificuldades de controle da doenca em
grandes aglomerados urbanos, nos quais problemas de desnutricdo, moradia e saneamento
basico estdo presentes (GONTIJO; MELO, 2004). Todos esses fatores contribuiram para
que o homem passasse a viver em freqliente associagdo com a cadeia epidemiolodgica, de
modo que um novo perfil de transmissdo pudesse ser considerado, no qual os seres
humanos ja ndo seriam considerados hospedeiros acidentais desta doenga (RANGEL, 1995;
GONTIJO; MELO, 2004). Encontrando um ambiente com clima adequado a proliferacao
do vetor, a presenca abundante de cdes como hospedeiros e uma populagdo humana
susceptivel a doenca pode sofrer expansdo rapidamente (MOTT et al., 1991; JERONIMO
et al., 1994).

Os trés principais fatores que contribuem para o aumento da incidéncia da LV
sd0: migragdo, auséncia de medidas de controle e co-infeccoes com HIV (BOELAERT et

al.,2000; DESJEUX, 2001).

A LV esta, ha alguns anos, em expansdo e urbanizagdo, ocorrendo elevados
numeros de casos humanos e de caes infectados em varias cidades de grande e médio porte
(BRASIL\MS, 2005). A ocorréncia da doenga tem carater ciclico, com surtos cada vez mais
expressivos. Em meados dos anos 80, constatou-se uma transformagdo dréstica na
distribuigdo geografica da LV, quando se comecou a observar a ocorréncia de surtos
epidémicos em Teresina (PI) e, a partir de entdo, foram diagnosticados casos autoctones em

Sao Luis (MA), Fortaleza (CE), Natal (RN), Aracaju (SE), Belo Horizonte (MG), Santarém
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(PA), Corumba (MS), Campo Grande (MS), Palmas (TO), Aracatuba (SP). Foi entdao que,
nessa mesma década, a doenca, antes restrita as areas rurais do nordeste brasileiro, avancou
para outras regides indenes alcancando inclusive a periferia de grandes centros urbanos
(GONTIJO; MELO, 2004; BRASIL\MS, 2005). O coeficiente de incidéncia da doenga tem
alcancado 20,4 casos/100.000 habitantes, em algumas localidades de estados nordestinos,
como Piaui, Maranhdo e Bahia (BRASIL\MS, 2005). As areas de transmissao da doeng¢a no

Brasil estdo representadas na figura 2.

Legenda
[ 10 casos
[] 1-5 casos
B 5-10 casos

B 10-20 casos ;
B 50-192casos

Figura 2 - Distribuigdo de casos autdctones de Leishmaniose visceral segundo o municipio.

Entretanto, pouco se conhece sobre a epidemiologia da LV nos focos urbanos.
Além disso, as relagdes entre os componentes da cadeia de transmissdo no cenario urbano

parecem ser bem mais complexas e variadas do que no rural (GONTIJO; MELO, 2004).

A ocorréncia de infecgdes subclinicas nas areas urbanas, decorrentes da
permanente exposicdo do homem as picadas infectantes, prenuncia um grave problema
associado a circulagdo do virus HIV, podendo levar a LV a adquirir carater de parasitose
oportunista (DEDET; PRATLONG, 2000). De fato, o comportamento da LV difere na co-
infeccdo com HIV, refletindo-se principalmente na resposta irregular ao tratamento e
alteracdo do padrao diagndstico nos pacientes com esse tipo de infeccao (GONTIIO;

MELO, 2004.)
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O processo de expansdao geografica e urbanizagdo da LV conduzem a
necessidade de se estabelecer medidas mais eficazes de controle. Em grande parte dos
estudos realizados sobre epidemias urbanas, tem sido relatado o encontro de caes infectados
(SILVA et al., 2001; CABRERA et al., 2003). Em algumas areas foi possivel observar que
0s casos caninos precederam o aparecimento da doengca humana (CAMARGO-NEVES et
al., 2001). Entretanto, ndo ha concordancia entre os pesquisadores de que a LV canina seja
fator de risco necessdrio para a LV humana, embora a maioria dos estudos até agora
realizados apontem nessa dire¢do. Esta ¢ uma questdo que necessita de maiores estudos

para ser inteiramente esclarecida (GONTIJO; MELO, 2004).

1.2 Agente etiologico

A leishmaniose ¢ uma parasitose causada por protozoarios do género
Leishmania. Segundo a classificacdo atual proposta pela Sociedade Internacional de
Protistologistas (ADL et al., 2005), baseada na ultra-estrutura genética e molecular, os
agentes etiologicos das leishméanias estdo inseridos no Supergrupo Excavata e taxons
Euglenozoa, Kinetoplastea, Familia Trypanosomatidae, Género Leishmania. Neste género
existem mais de 20 espécies distribuidas em regides de clima tropical e subtropical de todo

0 Mundo, com exceg¢do da Oceania.

As classificagdes mais utilizadas para as leishmanias, na atualidade, seguem o
modelo taxondmico proposto por Lainson e cols., que dividem as leishmanias nos
subgéneros Viannia e Leishmania (LAINSON; RYAN; SHAW, 1987). As espécies do
subgénero Viannia apresentam desenvolvimento no intestino posterior do flebotomineo,
aderidos a parede, na regido do piloro, enquanto aquelas do subgénero Leishmania mostram
o desenvolvimento parasitario no intestino médio e anterior dos flebotomineos

(MARZOCHI, 1992; PEREIRA-NEVES et al., 2005; VALE & FURTADO, 2005).
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As espécies capazes de visceralizar e causar a LV sdo agrupadas no Complexo
Donovani, formado por: L. donovani, na india, Bangladesh, Paquistdo e Nepal; L. infantum,
na regido Mediterranea (Europa e Africa) e L. chagasi em diferentes paises da América
(Novo Mundo), incluindo o Brasil (LAISON, 1983; WILSON; JERONIMO; PEARSON,
2005).

Existe uma grande divergéncia quanto a origem da LV no Novo Mundo — se ela
foi introduzida recentemente, na época da colonizagdo européia e causada pela espécie L.
infantum, ou se sua chegada se deu hé varios milhdes de anos, juntamente com a introdugao
dos canideos, sendo a espécie classificada como L. chagasi. Os achados de altas taxas de
infeccdo em canideos origindrios da Amazonia sugerem a origem autoctone do parasito
(LAINSON.; RYAN; SHAW, 1987; MAURICIO et al., 1999; MAURICIO; STOTHARD;
MILES, 2000). Entretanto, estudos utilizando técnicas bioquimicas e moleculares
consideram a L. chagasi ¢ a L. infantum uma unica espécie ¢ aceitam a hipotese de origem

recente nas Américas (MAURICIO, 2000; WILSON; JERONIMO; PEARSON, 2005).

1.3 Ciclo evolutivo

A leishmaniose ¢ transmitida por flebotomineos fémeas (Ordem Diptera, Familia
Psychodidae, Sub-familia Phlebotominae) que se infectaram durante o repasto sanguineo a
partir de reservatdrios infectados pelo parasito, no intuito de obter proteinas necessarias ao
desenvolvimento de seus ovos. Existem cerca de 500 espécies conhecidas de
flebotomineos, no entanto, destas, apenas 30 tém sido identificadas como vetores da doenca
(WHO, 2009). Ao ingerir sangue infectado o inseto fémea adquire também as formas
amastigotas que, dentro da membrana peritrofica, transformam-se em formas
promastigotas, flageladas, e multiplicam-se ativamente no intestino do inseto vetor. Neste,
elas passam pela metaciclogénese, deixando de reproduzir-se e tornando-se promastigotas
metaciclicas infectantes. Esse processo ocorre apds as promastigotas terem sofrido

modifica¢des bioquimicas em sua superficie, perdendo, assim, sua capacidade de adesdo ao
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epitélio do intestino médio do flebotomineo. Como resultado, as promastigotas metaciclicas
destacam-se, migrando para a faringe e cavidade bucal. Quando o vetor infectado alimenta-
se do sangue de um humano ou de outro mamifero, injeta as formas infectantes
promastigotas metaciclicas e estas sdo fagocitadas pelas células do SFM (como
macrofagos, neutrofilos e células dendriticas imaturas) do hospedeiro vertebrado, onde se
transformam em amastigotas (ALEXANDER; SATOSKAR; RUSSELL, 1999; LIESEA;
CHLEICHERA, 2008). As amastigotas reproduzem-se por fissdo bindria e a multiplica¢do
dos parasitos no interior das células infectadas pode progredir até o rompimento da mesma,
liberando as amastigotas que poderdo infectar outras células fagociticas, dando

continuidade ao ciclo (BANULS, 2007).

1.4 Transmissao da leishmaniose visceral

No Brasil, os vetores responsaveis pela transmissdo da L. (L.) chagasi ao homem
sdo as espécies Lu. longipalpis e Lu. cruzi que foi incriminada como vetor em foco no
estado do Mato Grosso do Sul, sendo que a Lu. longipalpis é a principal espécie
transmissora da L'V nas Américas, pois encontra os critérios mais importantes estabelecidos
para a competéncia vetorial, como antropofilia, distribui¢do espacial coincidente com casos
humanos da doenca e infec¢ao natural por L. chagasi (DEANE, 1956; BADARO:; JONES;
LOURENCO, 1986; EVANS et al., 1992; LAINSON; SHAW, 1998; LAINSON;
RANGEL, 2005).

No ambiente silvestre, os reservatorios até agora conhecidos sdo as raposas
(Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris). No Brasil, as
raposas foram encontradas infectadas nas regides Nordeste, Sudeste e Amazdnica. Os
marsupiais didelfideos foram encontrados infectados no Brasil e na Colombia (BRASIL/
MS, 2005). O fato destes animais possuirem habitos sinantropicos poderia promover a

ligacdo entre os ciclos silvestre e doméstico (GONTIIO; MELO, 2004).

27



Segundo a OMS, excetuando-se os casos de LV por L. donovani na India, onde o
reservatorio € o proprio homem, a principal fonte de infec¢do para L. chagasi ¢ o cao
(Canis familiaris), sendo um dos alvos das estratégias de controle (WHO, 1990;
BOELAERT et al., 2000). Provavelmente isso ¢ devido ao maior ataque do vetor aos
animais que a pessoas, ou ainda, pelo fato de que estes animais, que compartilham o
ambiente doméstico, apresentarem maior parasitemia que os humanos, podendo ser
observado células infectadas em amostras de pele e sangue, o que facilita a infec¢do dos
vetores (LAINSON 1983; SHERLOCK, 1996; IKEDA-GARCIA et al., 2007). Entretanto,
para se determinar o papel destes animais na manutencdo da transmissdo da LV, sdo

necessarios maiores estudos.

Existem dois tipos de LV com base na diferenca da transmissdo: a LV zoonotica,
a qual ¢ transmitida pelo vetor ao realizar seu repasto sanguineo em um animal infectado e,
em seguida, transmite o protozodrio para o homem; e a LV antroponotica, cuja infec¢ao
ocorre quando, através do inseto vetor, o protozodrio ¢ transmitido de um homem infectado
para outro homem. No entanto, a LV antropondtica ¢ encontrada apenas em dareas de
transmissdo de L. donovani, ndo ocorrendo no Brasil, enquanto que LV zoonotica ¢

encontrada nas areas de transmissdo de L. chagasi (CHAPPUIS et al., 2007).

1.5 Manifestagdes clinicas

O periodo de incubagdo da LV ¢ bastante variavel. No homem, pode levar entre
10 dias e 24 meses, com média entre 2 a 6 meses (CHAPPUIS et al., 2007). Apos esse
periodo, um amplo espectro de resposta individual a infeccdo por L. chagasi pode ser
observado, na dependéncia de fatores relacionados a natureza da resposta imune do
hospedeiro, a viruléncia do parasito, a idade e ao estado nutricional do individuo

(BADARO; JONES; LOURENCO, 1986). O espectro clinico varia de infec¢do inaparente

28



a LV grave, que pode ser fatal, mesmo na vigéncia da terapéutica no inicio das

manifestagdes clinicas (CAVALCANTE, 2007).

Muitos dos individuos infectados pelo parasito ndo manifestam a doenca ou
desenvolvem sintomas moderados ou transitorios como diarréia, tosse seca, adinamia,
febricula, sudorese e discreta hepatoesplenomegalia (ALVES, 1996; BADARO; JONES;
LOURENCO, 1986; GAMA et al, 2004), que podem evoluir ou ndo para a forma classica
da doenca. Esta, por sua vez, consiste de febre, hepatoesplenomegalia, com esplenomegalia
volumosa, perda de peso, tosse, diarré¢ia, dor e distensdo abdominal, além de ictericia e
envolvimento renal, que também tém sido descritos (BADARO; JONES; LOURENCO,
1986). Alguns pacientes, porém, desenvolvem uma forma grave da enfermidade
constituida por febre prolongada, hepatoesplenomegalia e um quadro de disfun¢do da
medula 6ssea manifestada por anemia e leucopenia (BADARO; JONES; LOURENCO,
1986; SILVA et al., 2001; CAVALCANTE, 2007).

Infecgdes, hemorragias e anemia grave sao responsaveis pela maioria das mortes,
e o retardo no diagnostico, a baixa idade e a desnutri¢do sdo implicados como importantes

fatores que contribuem para o 6bito (ALVES, 1996; BRASIL/FUNASA, 1999).

2. O sistema imunolégico na infeccio por patogenos intracelulares

O hospedeiro defende-se da agressdo dos patogenos desenvolvendo diversas
estratégias mediadas principalmente pelo sistema imunoldgico. A resposta imunologica
consiste de uma série de eventos inespecificos, da imunidade inata e, especificos, da
imunidade adquirida, sendo orquestrada para que haja um perfeito equilibrio entre os sinais
ativadores e inibitorios que percorrem os receptores e co-receptores (YAMAMURA et al.,
1991). A resposta desenvolvida pelo hospedeiro deve ser competente no sentido de prevenir

a invasdo, proliferacdo e disseminagdo, e se possivel, eliminar o agente agressor, no
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entanto, deve ser equilibrada a fim de preservar o hospedeiro, evitando provocar excessivos
danos teciduais por uma resposta exacerbada ou prolongada, sendo importante a obtencao
de uma resposta que preserve a homeostasia do sistema imunologico (BACHMANN;

KOPF, 2002; OBST et al., 2005).

2.1 Resposta imunologica inata

A resposta imunoldgica inata caracteriza-se por ser inespecifica e mais rapida e
ndo gerar memoria imunoldgica, podendo, entretanto, ser crucial para limitar a replicagao e
a propaga¢do de agentes infecciosos, nos momentos iniciais da infec¢cdo. A magnitude e a
qualidade da resposta adquirida sdo dependentes de sinais derivados dessa resposta

(BACHMANN; KOPF, 2002; LE BON; TOUGH, 2002).

Para que haja uma resposta efetiva contra agentes microbianos ¢ necessario que
haja interacdo entre a resposta inata e a adaptativa, e a participacdo de uma variedade de
receptores de superficie, citocinas e quimiocinas na indu¢do de uma imunidade protetora.
Uma vez ultrapassada a barreira fisico-quimica pelo patéogeno, a resposta imunolodgica inata
utiliza outros recursos, como os polimorfonucleares, monocitos, macréfagos, células
dendriticas, células natural killer (NK), linfocitos NKT, ativacdo dos receptores toll-like e

fragdes do complemento, dentre outros (PASARE; MEDZHITOV, 2005).

Ao penetrar no tecido do hospedeiro, o patégeno ¢ detectado através dos padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPs) pelos receptores de reconhecimento de
padroes (PRR) presentes na superficie da membrana de varias células, que compdem a
resposta imunoldgica inata. A interagdo patdogeno-receptor PRR induz a expressdo de
moléculas de adesdo e coestimuladoras, e liberacdo de citocinas e quimiocinas como
interleucina (IL)-1, IL-8, IL-12 e IFN-y. Conseqiientemente, ocorre a migragao das células

de defesa para o sitio lesado (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; SCHRODER; SWEET;
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HUME, 2006). Nos momentos iniciais da infec¢cdo, os macréfagos secretam uma variedade
de citocinas e quimiocinas que atraem células NK e outras células inflamatérias para o sitio
da infeccdo. Este recrutamento precoce de células NK ¢ critico para que elas possam
secretar uma grande quantidade de IFN-y no local, levandé ativagdo de macrofagos
(MOSSER, 2003; SCHRODER; SWEET; HUME, 2006). O IFN-y, por sua vez, estimula a
expressdo de moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe II
nas células e ativa as funcdes microbicidas dos macréfagos. Entdo, as células
apresentadoras de antigenos (APC), como macréfagos, células dendriticas, células de
Langerhans, células de Kupffer capturam, internalizam e processam o patdogeno,
selecionando o antigeno (peptideo — epitopo) a ser apresentado unido a molécula do MHC
de classe II para que seja reconhecido pelo linfocito T auxiliar (Th) (ABBAS; MURPHY,
1996). As APCs, como macrofagos e células dendriticas, secretam IL-12, citocina que atua
nos linfocitos T e nas células NK, estimulando a produgdo de IFN-y e promovendo a
diferenciagdo de linfocitos T. A IL-12 desempenha um papel decisivo no direcionamento
da resposta Thl, a qual ¢ indispensavel a eliminagdo de patdgenos intracelulares. Assim, a
apresentagdo de antigenos pelas APCs aos linfocitos T constitui a interface entre a resposta
imunoldgica inata e a resposta imunoldgica adquirida (YOSHIDA et al., 2001; NACY et
al., 1991; BOEHM et al., 1997).

2.2 Resposta imunologica adquirida

A imunidade adquirida € caracterizada por uma ampla especificidade para
distinguir as diferentes moléculas e por uma habilidade de memoria, podendo levar a uma
resposta mais intensa a exposi¢cdes subseqiientes a um mesmo patdégeno (ABBAS;
MURPHY, 1996). Devido o mecanismo de geracdo de receptores envolver grande

variabilidade e recombinacdo de segmentos de genes de receptores, o sistema imunolédgico
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adaptativo pode proporcionar um reconhecimento especifico de antigenos estranhos e

memoria imunologica JANEWAY; MEDZHITOV, 2002).

A imunidade adaptativa reconhece estruturas moleculares especificas e depende
da geracdo de um grande nimero de receptores de antigenos, ou seja, receptores de células
T (TCR) e receptores de células B (BCR), por processos de rearranjos somaticos. Uma vez
que as células T reconhecem antigenos estranhos a elas apresentados, ddo inicio as
respostas imunes adaptativas contra estes antigenos. Estas respostas incluem ataque direto
das células apresentadoras de antigeno por linfocitos T citotoxicos, a estimulacao de células
B para produgdo de anticorpos contra os antigenos, ¢ inducdo de inflamagdo, com o
progresso das respostas inatas, na area onde o antigeno estd presente. Todas estas respostas
colaboram para que as defesas do hospedeiro eliminem as particulas ou microorganismos
estranhos. Quando expressas inadequadamente, podem dar origem a doengas auto-imunes
ou rejeicdo a transplantes (CHEN et al., 2007). A ativacdo das respostas adaptativas fornece
ferramentas sofisticadas de especificidade e de memoria para impedir reinfecgdes. Ambos
os sistemas, inato e adquirido, sdo necessarios para que o hospedeiro monte e mantenha

defesas eficazes contra agentes patogénicos (PASARE; MEDZHITOV, 2005).

As células do sistema imune comunicam-se para iniciar, estabelecer ¢ manter
uma resposta imune. Essa comunicagao ¢ realizada através do contato célula-célula ou
através de uma variedade de mediadores incluindo citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento € hormonios. A transmissdo de sinais a partir do meio extracelular ¢ feita pelos
receptores de superficie; alguns deles possuem componentes intrinsecos com atividade
enzimatica nos dominios citoplasmaticos, porém, a via de transduc¢ao do sinal mais comum
envolve interacdes entre receptores de membrana e proteinas transmembranares ou
proteinas adaptadoras citoplasmaticas (KOTENKO; PESTKA, 2000; LANIER, 2001). No
caso das citocinas, o sinal ¢ transmitido através de receptores de superficie especificos para
cada citocina. Neste ponto, o sinal ¢ também decodificado e amplificado. A ligagao do
ligante ao seu receptor acarreta o recrutamento e/ou a ativacao de proteinas citoplasmaticas.
Assim, torna-se possivel a ativacao de vias de transducdo do sinal que levam a regulagdo de
um amplo espectro de atividades bioldgicas (KOTENKO; PESTKA, 2000). A funcio dos

leucocitos ¢ regulada pela integragao dos sinais positivos e negativos recebidos através dos
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receptores da superficie celular. Alguns deles podem transmitir sinais inibitérios ou
ativadores, que podem ser importantes para a regulagdo das respostas imunes, as quais
precisam de um inicio e de um término. Em muitos casos, isso ¢ feito pelas atividades

enzimaticas de cinases e fosfatases envolvidas (LANIER, 2001).

Entre os receptores imunologicos tem-se o TCR, BCR, receptores de
imunoglobulinas, macrofagos, mondcitos, células mieldides, entre outros, que se associam
aos seus ligantes. A interacdo receptor-ligante resulta em um sinal de fosforilagio em
cascata, fundamental para a ativacdo das células do sistema imunolégico (LATOUR et al.,

2001; VEILLETTE, 2006).

A resposta imunologica adquirida ¢ dirigida pela ativacao do linfocito T auxiliar
com a rapida expansdo dos linfécitos antigeno-especificos e a producdo de células de
memoria de longa duracdo contra o antigeno envolvido. Nesse processo, o TCR deve
reconhecer o antigeno no contexto do MHC de classe I ou de classe II na superficie das
APCs. Para que ocorra de maneira efetiva, a resposta imunologica adquirida necessita de
dois sinais. Um dos sinais ¢ deflagrado através do TCR desencadeado pelo reconhecimento
do antigeno acoplado ao MHC. Esse sinal ¢ antigeno especifico e induz o inicio do ciclo
celular (GABRIEL; LATTIME, 2007). O outro sinal corresponde a coestimulagdo, que
modula o sinal proveniente dos receptores imunologicos, sendo mediada pela ligagao entre
moléculas coestimuladoras ou co-receptoras aos seus ligantes na superficie das APCs.
Como exemplo tem-se o CD28 que interage com B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86) expressos na
superficie das APCs, e os coestimulantes induziveis (ICOS), que se associam aos seus

ligantes (ICOS-L), expressos nas APCs (VEILLETTE, 2006).

Para elaborar uma resposta imunologica eficaz, os linfécitos T respondem a uma
variedade de sinais gerados por moléculas co-receptoras, em adicdo aqueles gerados pelo
TCR. A integracdo desses sinais ird resultar numa cascata de sinalizacdo intracelular,
culminando com diferenciacdo da célula T efetora. Moléculas co-receptoras fornecem as
células a capacidade de discriminar o contexto em que o antigeno ¢ apresentado, regulando
as interacdes entre as células T e as APCs e o limiar de ativacdo de células T. Além disso,
sinais gerados por essas moléculas modulam outros aspectos das respostas mediadas pela

célula T como a anergia ou a apoptose (SAIBIL; DEENICK; OHASHI, 2007). A
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participacdo de moléculas co-receptoras ¢ crucial na elaboracdo de uma resposta
imunolégica efetiva, visto que o sinal através do TCR ndo ¢ suficiente para gerar uma
ativacdo plena do linfocito T (MULLER et al, 1987, BRETSCHER; COHN, 1970;
CHAMBERS, 2001). Moléculas correceptoras CD4, CD8, e coestimuladoras como CD2,
CD28, CD40, CD150 (SLAM), entre outras, sao necessarias para a ativagao do linfocito T
(CHAMBERS, 1999; CHAMBERS, 2001; ENGEL, 2003; VEILLETTE, 2006a), enquanto
o antigeno 4 do linfocito T citotoxico (CTLA-4), um importante regulador da homeostasia
das células T periféricas, apresenta atividade inibitoria nessa célula (CHAMBERS, 1999;
CHAMBERS, 2001). Conseqlientemente a essa ativagdo ocorre proliferagdo, diferenciacao
e memoria celular (JUDD, 2000). Além disso, evita a anergia € a apoptose que
aconteceriam se o sinal fosse mediado apenas pelo TCR (MULLER, 1987; CHAMBERS,
2001).

A propagagdo do sinal intracelular ¢ mediada por uma cascata de fosforilagao de
motivos baseados em tirosina, que podem ser ativadores (ITAMs — motivos ativadores
baseados em tirosina dos receptores imunologicos) ou inibitérios (ITIMs — motivos
inibitorios baseados em tirosina dos receptores imunologicos). Os ITAMs apresentam a
seguinte seqiiéncia consenso de aminoacidos YxxL/IxYxxL/I, enquanto os ITIMs a
seqliéncia I/V/LSxYxxL/V, onde Y corresponde a tirosina, L a leucina, I a isoleucina, V a
valina, S a serina e x a residuo de qualquer aminoacido. Os ITIMs presentes nos receptores
inibitorios e previamente fosforilados por proteinas quinases, preferencialmente interagem
com proteina-tirosina-fosfatases, como SHP-1/2, ou lipidio-fosfatases, como SHIP-1/2

(VEILLETTE, 2002).

A cascata de fosforilagdo na ativagdo do linfocito T inicia na porgdo
citoplasmatica dos receptores e co-receptores, onde estdo situados os ITAMs. Como essas
moléculas ndo apresentam atividade proteina tirosina quinase proprias, interagem com
proteinas quinases através dos seus motivos baseados em tirosina, sendo entdo fosforiladas.
As proteinas quinases envolvidas nessa cascata pertencem as familias Src, BTK (Tirosina
quinase de Bruton) e ZAP70 (C-chain-associated protein kinase of 70 kDa — proteina
quinase de 70 kDa associada a cadeial ) / SYK (tirosina quinase espknica) (VEILLETTE ;
CRUZ-MUNOZ; ZHONG, 2006). Essa cascata de fosforilagdo promove movimenta¢ao do
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calcio, reorganizacao do citoesqueleto, ativacao de proteinas MAPK, ativacao de fatores de
transcri¢do citoplasmaticos, producdo de citocinas e ativacdo das propriedades citotoxicas

(ROUX; BLENIS, 2004).

Atuando em conjunto, TCR e coestimulagdo induzem sinais de transducao
intracelular, fosforilagdo de proteinas quinases, ativagdo de fatores de transcrigdao
citoplasmaticos, como NF-kB, que migram para o micleo. Entdo, os fatores de transcri¢do
atuam nos genes especificos da IL-2 e do seu receptor, resultando em produgdo de IL-2.
Essa citocina tem propriedade autdcrina, promovendo a expansdo de linfocito T efetores. A

divisdo celular ocorre apds a ligagao de IL-2 ao seu receptor IL-2R (SAMELSON, 2002).

Essas interacdes induzem a proliferacao de linfocitos T e produgdo de citocinas
especificas, assim as células T CD4" naive se diferenciam em subpopulagdes Thl, Th2 e
Th17 e induzem suas fungdes efetoras (MOSMANN; SUD, 1996; BETTELLI et al., 2008).
Thl secreta grande quantidade de IFN-y e linfotoxina, qu&o sresponsaveis pela
eliminacdo de patdgenos intracelulares, através da ativacdo de macrofagos (MURRAY;
RUBIN; ROTHERMEL, 1983). J4 as células Th2 secretam predominantemente 1L-4, IL-5,
IL-13, IL-25 e medeiam a imunidade contra patdgenos extracelulares (ANSEL et al., 2006).
Além disto, producao de IL-4 e IL-5 pode ativar mastocitos e eosinofilos, induzindo a
atopia e reagoes alérgicas. Células Th17 surgiram como a terceira subpopulagdo de células
T que parecem desempenhar um papel importante, principalmente, na prote¢do contra
certos patdgenos extracelulares. Além disso, foi demonstrado que células Thl7 que,
porventura, reconhecam antigenos proprios, tornam-se altamente patogénicas por
desencadear inflamagao e autoimunidade grave. A diferenciacdo inicial das células T no
subtipo Th17 encontra-se associada a determinadas caracteristicas da ativagado, tais como:
expressdo combinada de TGF-B e IL-6 e dos fatores de transcrigdo STAT3 e ROR .
Células Th17 sdo capazes de induzir sua propria multiplica¢do e diferenciacdo através da
produgdo de IL-21. Desta forma, as células Thl7 perfazem trés etapas distintas de
desenvolvimento: diferenciacdo, amplificacdo e estabilizacdo, todas coordenadas pelo

padrao de citocinas presente (BETTELLI; OUKKA; KUCHROO, 2007).

As citocinas de uma subpopulacdo sdo capazes de inibir o desenvolvimento de

outra subpopulagao. Outro papel importante da imunorregulagdo ¢ desempenhado por outra
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subpopulagdo de linfécitos T, com fungdes regulatorias, denominado de células T
regulatorias (Treg), que compreende os linfocitos supressores, com funcgdes de bloqueio ou
modulacdo negativa da resposta Th, a fim de manter essa reagdo dentro de um limite
adequado (SUVAS et al.,, 2003), evitando o desenvolvimento de autoimunidade ou

neoplasias de linhagem linféide (VELDMAN et al., 2006).

As células Treg CD4" diferenciam-se em dois subtipos de acordo com seus
mecanismos efetores e especificidade. Um subtipo corresponde as células CD4'CD25"
naturais, cuja acdo supressora requer contato celular através de receptores de membrana e
supoe-se que o fator de crescimento transformador (TGF-B) seja responsivel pelo efeito
inibitério dessas células. O outro subtipo de células Treg é adaptativo e surge como
consequéncia da ativagdo de linfocitos T, exercendo sua atividade através de citocinas
supressoras soluveis, tais como IL-10 e TGF-B. Essas c&lulas sdo provenientes de células
CD4'CD25 e dividem-se em Trl, capazes de produzir altas concentragcdes de IL-10 e
reduzida quantidade de TGF-B, e Th3, com habilidade de produzir principalmente TGF-f3
(LEVINGS et al., 2002; CHEN et al., 2003; SAKAGUCHI, 2004).

3. A interacio hospedeiro (homem)-Leishmania

3.1 A resposta imunologica a Leishmania

O hospedeiro, com competéncia imunologica e sem infecgdo prévia por
Leishmania, ao ser infectado por esse parasito ¢ capaz de desenvolver, em poucos dias, uma
resposta imune com uma diversidade de eventos, que podem evitar a entrada do parasito
nas suas células, sua proliferacdo e disseminagdo, promovendo a eliminagdo do patégeno e

o controle da infeccao (VON STEBUT et al. , 1998; LASKAY et al., 1995).

Os eventos iniciais da interacdo Leishmania-hospedeiro sao fundamentais na

evolucdo da infecc¢do, sendo determinantes para o desenvolvimento do controle da infec¢ao
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ou da progressao da doenca, com seus diversos padrdes clinico-imunolégicos (SCOTT,
1991; VON STEBUT et al., 1998; JI; SUN; SOONG, 2003), que dependem da resposta
imune mediada por células (BARRAL-NETTO et al., 1997). Tem sido sugerido que a
evolucdo da infec¢do para a doenga depende de um desequilibrio transitorio da fungdo do
linfécito T, nos eventos iniciais da infecgdo (ROCHA et al., 1999; HIMMELRICH et al.,
2000).

A resisténcia a infeccdo por Leishmania esta associada com o desenvolvimento
predominante de uma ativagdo de linfocitos T, que resulte em uma resposta imunoldgica
Thl, com uma adequada produ¢do de IFN-y, induzida por IL-12. Enquanto a
susceptibilidade estd relacionada a uma resposta imunologica com perfil Th2, revelando
producdo de IL-4 e IL-13 no estidgio inicial da resposta do hospedeiro, reduzida
participagdo de IL-12 e baixa producgdo de IFN-y, com conseqiiente prejuizo na ativacao de
macrofagos (POMPEU et al., 2001; BELKAID et al., 2002; JONES et al., 2002). A LV ¢
marcada pelo comprometimento da resposta imune celular Thl, tendo como conseqiiéncia a
deficiéncia ou mesmo auséncia de citocinas como IFN-y e IL-12, além do aumento de IL-
10 e IL-4 (CARVALHO et al, 1985; CARVALHO et al, 1994; GHALIB et al, 1995). Tem
sido mostrado que a producdo de IL-4 e TGF-B esh relacionada a progressdo da
leishmaniose em camundongos. Na LV murina, camundongos BALB/C infectados com L.
chagasi mostraram que TGF-p induzia a inibi¢do da producio de IFN-y por células T CD4"
(WILSON et al., 1998).

A 1IL-12, proveniente principalmente de macrofagos e células dendriticas
(HOWIE et al., 2002b), desempenha um papel central na ativagdo do linfécito T e
conseqliente producdo de IFN-y. Diferentes tipos celulares produzem IFN-y sob
estimulacdo de IL-12 e IL-18, dentre eles células NK, linfocitos T e B, macréfagos e

células dendriticas (AIROLDI et al., 2000).

O IFN-y desempenha um papel importante na determinacao dos eventos celulares
iniciais na infeccdo por Leishmania, e pode participar do controle da ativagdo de
macrofagos através do oOxido nitrico (GREEN et al., 1994, BOEHM et al., 1997,
BOGDAN;  ROLLINGHOOF, 1998; SHTRICHMAN,; SAMUEL,  2001).

Consequentemente, uma resposta tecidual menos lesiva sera observada pelo recrutamento
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precoce de células mononucleares, ao invés de polimorfonucleares (PEARL et al., 2001).
Além disso, o IFN-y induz citocinas que promovem a diferencizio de linfocitos virgens
em linfocitos Thl, secretores de IFN-y, no curso da resposta imunoldgica especifica
(MOSMANN; SUD, 1996), estimula a expressao de moléculas do MHC classe I e I e de
seus co-estimuladores na superficie das células apresentadoras de antigeno, ativa
neutréfilos, e induz o aumento da acao citolitica das células NK (ABBAS; MURPHY,
1996).

Na LV, a sintese de IFN-y pode ser modulada por diversos mecanismos
envolvendo a resposta Th2 e de células Treg. Estudos tém reforcado que o papel de IL-10
nessa regulacdo ¢ preponderante em relagdo as citocinas Th2, visto que a adi¢ao de IL-4
ndo afetou significativamente a producdo de IFN-y, diferentemente do que foi encontrado
com a neutralizagdo de IL-10, com a qual foi possivel observar um aumento expressivo na

secrecao de IFN-y (CARVALHO et al., 1994).

Em estudos com Leishmania, foi observado que uma linhagem de camundongos
resistentes apresentava controle da infec¢do através da produgdo de IFN-y por linfécitos
Thl, enquanto que na linhagem de susceptiveis, a doenca tinha carater progressivo, com
predominio de linfécitos Th2, secretores de IL-4, que inibiam a producdo de IFN-y
(SCOTT, 1991; CHATELAIN; VARKILA; COFFMAN, 1992). Um estudo, em
camundongos produtores lentos de IFN-y que apresentavam uma maior susceptibilidade a
infeccdo por Toxoplasma gondii em relagdo aqueles que desenvolveram uma producio
precoce dessa citocina, corrobora com a idéia de que a produgdo precoce de baixos niveis
de IFN-y pode interferir na susceptibilidade a infecgdo por parasitos intracelulares (YAP et

al., 2001).

Pompeu et al. (2001) compararam a resposta imune inicial a L. amazonensis in
vitro - estimulagdo de células mononucleares do sangue periférico (CMSP) - e in vivo, pds-
vacinal, em dois grupos de individuos sadios, baixos produtores (IFN-y < 160pg/mL) e
altos produtores (IFN-y >160pg/mL). Aps 40 dias da vacinagdo, observou -se que o0s
baixos produtores permaneciam com reduzida produgcdo de IFN-y, enquanto os altos
produtores exibiam elevados niveis dessa citocina. Seis meses apds a vacinacgdo, os dois

grupos apresentavam niveis elevados de IFN-y, demonstrando que individuos vacinados
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apesar de exibirem uma intensa resposta imunoldgica mediada por células (IMC), o retardo
na elaboragdo dessa resposta pode influenciar na resisténcia a infec¢do por Leishmania.
CMSP de pacientes infectados por L. donovani, ao serem cultivadas com antigeno
especifico, demonstraram ser incapazes de secretar IFN-y ou IL-2 (CARVALHO et al.,
1994; RAY et al., 2000).

A resposta imunologica Thl pode ser modulada negativamente pela IL-10. Essa
interleucina produzida por macrofagos e células T pode atuar inibindo a ativagdo de fatores
de transcri¢do ou impedindo a agdo de outras citocinas (FIORENTINO et al., 1991). Além
disso, favorece a redugdo da ativagdo de linfocitos T, através da limitagdo da secrecdo de
IFN-y; da apresentagdo de antigenos, através da reducdo da sintese de IL-12, da expressao
de moléculas MHC classe II (KOPPELMAN et al., 1997) e das moléculas coestimuladoras
das APCs (YANG; MOSSER; ZHANG, 2007). As células Thl CD4 Foxp3'CD25’,
produtoras também de IFN-y, contribuem mais com a prodio de IL -10 que as células

Th2, T regulatorias ou células da imunidade inata (TRINCHIERI, 2007)

Tem sido relatado que a neutralizagdao de IL-10 ou a adi¢cdo de IL-12 as culturas
de CMSP de pacientes com LV restaura a resposta imunoldgica na infec¢io por L. chagasi
in vitro (HOLADAY et al., 1993; RIBEIRO DE JESUS et al., 1998). Resultados similares
tém sido obtidos em culturas de CMSP de pacientes com leishmaniose cutanea precoce
causada por L. braziliensis (duracdo da doenca menor que 60 dias) estimuladas com
antigeno de L. amazonensis, mostrando que a acdo de IL-10 pode modular a resposta Thl
no estagio precoce da infec¢do por L. braziliensis (ROCHA et al., 1999). Na leishmaniose
cutanea difusa ativa tem sido observado aumento da expressao de RNA mensageiro de IL-4
e IL-10, e reducdo da expressio de IFN-y, sugerindo que IL-10 desempenha funcao
moduladora inibitdria da resposta Th1 (BOMFIM et al., 1996).

Foi observado que CMSP de pacientes curados de LV produziam elevadas
quantidades de IFN-y, como também apresentavam sintese de IL-4 e IL-10. Nestas células,
a adi¢do de IL-4 ou TGF-B ndo foi capaz de suprimir a produgdo de IFN-y, sendo este
fenomeno obtido somente pela adicdo de a-IL-12 ou IL-10 (KEMP et al., 1993; KEMP et
al., 1999; BARCELLAR et al., 2000). Enquanto que, em CMSP de pacientes com LV

ativa, a restauragao da linfoproliferacdo e da sintese de IFN-y foram alcangadas apos a
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neutralizagdo de IL-10 (CARVALHO et al., 1994, GHALIB et al, 1995). Ghalib et
al.(1993) demonstraram a presenga de RNA mensageiro para IL-10 em células de
linfonodos e mononucleares do sangue periférico de pacientes infectados com L. donovani,
e que, apds o tratamento dos mesmos, nao foi possivel detectar RNA mensageiro para essa
citocina. Outro estudo, utilizando células da medula dssea de pacientes com LV, revelou

uma diminuicdo na expressdao de RNA mensageiro para IL-10 apos tratamento dos mesmos

(KARP et al., 1993).

A elaboragdo da resposta imunoldgica a Leishmania pode resultar em fendtipo
Th2 com a secre¢do de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13. Essas interleucinas estdo envolvidas na
protecao contra patogenos extracelulares, mediada pela produgdo de anticorpos e pela
supressdao da imunidade celular (COFFMAN et al., 1988; ROMAGNANI, 1997; HEINZEL
etal., 1991).

A IL-4 e a IL-13 mostram semelhangas relacionadas as suas atividades biologicas
incluindo a producao de IgE, expressao de VCAM-1 (ABEHSIRA-AMAR et al, 1992),
estimulacdo da sintese de imunoglobulinas por células B (VAN VLASSELAER et al,
1992), inibicdo da sintese de proteinas pro-inflamatdrias por monocitos e macrofagos
(MINTY et al., 1993; ROMAGNANI, 1997; HART et al., 1999) e da sintese de 6xido
nitrico por células humanas (SAURA et al., 1996). A tnica exce¢ao ¢ que IL-13, em
contraste com IL-4, ndo possui capacidade de direcionar a diferenciagdo dos linfécitos ThO
no fendtipo Th2 (ABEHSIRA-AMAR et al., 1992). Estudos tém encontrado que IL-4 e IL-
5, isoladas ou combinadas, ndo sdo capazes de responder plenamente pelos efeitos de
células Th2 no sitio de inflamagdo (COHN et al., 1997, BARNER et al., 1998;
MCKENZIE et al., 1998; HOGAN et al., 1998), o que sugere a participagdo de outros
mediadores (ZHU, 1999). Camundongos BALB/c deficientes de IL-4 n3o mostraram
alteracdo da susceptibilidade a infec¢do por L. major, sugerindo possivel envolvimento de
IL-13 na progressao da doenca (NOBEN-TRAUTH; KROPF; MULLER, 1996; NOBEN-
TRAUTH; PAUL; SACKS, 1999).

A IL-13 ¢ uma importante proteina imunorregulatoria, produzida primariamente
por células Th2 ativadas (CHOMARAT; BANCHEREAU, 1998), que esta envolvida na
maturacao da célula B, no aumento da expressao de CD23 e de MHC de classe I (BRIERE
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et al., 1993), e na promog¢ao da mudanga de isotipo para IgE, em células B humanas
(PUNNONEN et al., 1993). Além disso, IL-13 modula negativamente a atividade do
macrofago, através da inibi¢cdo da producdo de citocinas proinflamatorias, como IL-1, IL-6,
IL-8 e TNF-a (MINTY ef al., 1993; ROMAGNANI, 1996; HART et al., 1999), e diminui
a sintese de NO (SAURA et al., 1996).

Na infec¢do por Leishmania, as citocinas Th2 previnem a morte dos parasitos por
inibi¢do da ativagdo macrofagica e da expressdo de moléculas coestimuladoras importantes
na ativacdo dos linfocitos. Sendo a IL-13 um fator inibitério da fungdo macrofagica, a sua
produg¢do pode ser um mecanismo de evasdo da Leishmania do sistema imune do
hospedeiro. Pelo fato das células T humanas apresentarem receptores funcionais de 1L-13,
essa citocina pode afetar diretamente a maturagdo dessas células, causando, possivelmente,

um prejuizo na producdo de IFN-y (GAUCHAT et al., 1997).

Bourreau et al. (2001) avaliaram a expressao intralesional de citocinas, em pacientes
com LCL causada por L. guyanensis € observou-se que havia expressao de citocinas Th2,
IL-4 e, principalmente, IL-13, nas lesdes de todos os pacientes e que a predominancia de
IL-13, mas ndo IL-4, induziu estado de ndo-responsividade a IL-12 em células T CD4"

parasito-especificas.

Em humanos, a presenga ou auséncia da cadeia IL-12RB2 pode ser um marcador
para células Thl ou Th2, respectivamente (ROGGE et al., 1999; ZHANG et al., 1999). A
inibicdo dessa cadeia, que pode ser induzida por IL-13, favorece a condi¢cdo de ndo-
responsividade a IL-12, levando a persisténcia da resposta Th2, demonstrando o papel

singular de IL-13 na leishmaniose humana.

A estimulacdo de células mononucleares com antigeno de L. donovani, resultou na
auséncia da producao de IL-12 em pacientes com LV, mas, apds o tratamento, a producao
desta citocina foi observada (GHALIB et al., 1995). Em células de pacientes curados de
LV, a utilizagdo de anticorpos monoclonais contra IL-12 promoveu um bloqueio da
producdo de IFN-y. Além disso, em pacientes com doenca ativa, a adi¢do de IL-12 teve a
capacidade de restaurar in vitro a proliferagdo linfocitaria e a produgdo de IFN-y

(BACELLAR et al.,, 1996; BACELLAR et al.,, 2000). Um estudo demonstrou que,
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enquanto a adicao de IL-12 restaurou a resposta proliferativa e a producao de IFN-y in
vitro, a adicdo simultdnea de IL-12 e IL-10 suprimiu o efeito mediado por IL-12,
diminuindo a produgdo desta citocina para zero, em células estimuladas com antigeno de

Leishmania (D’ ANDREA et al., 1993).

Ji e cols.(2005) estudaram a importancia de células Treg no controle da infecg¢ao
por L. amazonensis. Foi percebido um rapido acumulo de células T regulatérias
(CD4'CD25" e CD86") apos infecgdo por este parasito, o que se correlacionou a um
aumento na expressao de TGF-f, FoxP3 e IL-10 no local da infeccdo. As células Treg
inibiram a a¢do de células T especificas para Leishmania, reduziram a producao de [FN-y e
permitiram o desenvolvimento da doenga em camundongos infectados. Entretanto, este
padrdo positivo para o parasito foi transitério, sugerindo um equilibrio entre células Treg e
efetoras no controle da susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo por Leishmania. Acredita-
se que a alteracdo na a¢do das células Treg pode exacerbar a manifestagcdo da doenga ou

controlar a gravidade da imunopatogénese e progressao da doenca (JI et al., 2005).

3.2 Estratégias da Leishmania para escapar da resposta imunologica

O hospedeiro frente a infecgdo por Leishmania desenvolve uma resposta com
mecanismos complexos mediada principalmente pelo sistema imunoldgico, com o objetivo
primordial de defender-se do parasito (LASKAY et al., 1995). No entanto, a Leishmania
tem sido habil em evadir-se da resposta imunologica do hospedeiro. Assim, esse parasito
utiliza-se de varios mecanismos que lhe permitem invadir, proliferar, disseminar-se e até
permanecer nas células do hospedeiro por longo tempo (OLIVIER; GREGORY; FORGET,
2005).
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A Leishmania ¢ identificada como uma das maiores manipuladoras da resposta
imunoldgica inata e adquirida desenvolvida pelo hospedeiro, empregando estratégias que
variam de acordo com a espécie envolvida. Esses mecanismos de escape podem interferir
no processo da fagocitose, na sinalizag¢do celular e nos produtos das fun¢des de macrofagos,
inclusive bloqueando a ativacdo de agentes microbicidas, além de alterar o perfil de
citocinas macrofagicas (YANG; MOSSER; ZHANG, 2007). Tais citocinas podem
interferir nas vias de sinalizacdo celular, impedindo uma resposta imunologica efetiva
(OLIVIER; GREGORY; FORGET, 2005; NANDAN et al., 2000; SACKS; NOBEN-
TRAUTH, 2002).

3.2.1 Interferéncia na fagocitose

ApOs a inoculagdo da Leishmania na pele, o hospedeiro desencadeia uma série de
acOes para conter e eliminar o parasito. Uma das barreiras de defesa seria os neutrofilos,
altos produtores de espécies reativas derivadas do oxigénio, que poderiam ter uma acao
eficiente contra a Leishmania, porém esses parasitos livram-se da a¢do dessas células ao
serem antecipadamente fagocitados pelos macrofagos (LIMA et al., 1998). Assim, a
Leishmania manipula a resposta inata do hospedeiro para facilitar sua internalizagdo e
sobrevivéncia nos macrofagos. A invasdo da Leishmania pode ser favorecida pela sua
interagdo com a matriz extracelular e com proteinas da membrana basal, como a
fibronectina (BRITTINGHAM et al., 1999) e a laminina. Essas proteinas sdao degradadas
pela leishmanolisina, uma metaloprotease, e pela cisteina protease B (KULKARNI ef al.,

2008).

Um elemento importante de defesa contra a infec¢do por Leishmania € o
complemento, porém as formas infectantes desse parasito sdo resistentes a sua agdo. O
lipofosfoglicano (LPG) ¢ produzido pela Leishmania, sendo referido como fator importante
na viruléncia da L. major (SPATH et al., 2000). Esse glicoconjugado permite a aposi¢ao de

C3b (fragmento b da proteina C3 do sistema complemento) na sua superficie, mas bloqueia
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a sua acdo. O complexo Leishmania-C3b liga-se aos receptores macrofagicos Mac-1
(receptor de complemento tipo-3) e CR1 (receptor de complemento tipo-1), favorecendo a
sua fagocitose. Enquanto, a glicoproteina 63 (gp63), uma proteinase de superficie
dependente de zinco, tem sido citada como protetora da Leishmania contra a lise celular,
promovendo a clivagem da fracdo complemento C3b em C3bi e certas enzimas lisossomais

(ZAMBRANO-VILLA et al., 2002).

3.2.2 Interferéncia nas fungdes dos macrofagos

O principal mecanismo de defesa frente a infec¢do por Leishmania consiste na
ativacdo do macrofago, que depende de estimulos através de citocinas e quimiocinas
(TEIXEIRA et al., 2006). Os macréfagos parasitados por Leishmania podem apresentar
uma reduzida produgdo de 6xido nitrico e radiceis livres derivados do oxigénio em resposta
ao estimulo de IFN-y secretado por laeftos (  SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002;
OLIVIER; GREGORY; FORGET, 2005), devido a desnaturagdo da fibronectina pelas
proteases desse parasito, que conseqiientemente, prolifera no interior desses fagocitos
(KULKARNI et al., 2008). Tem sido relatado, que o LPG protege a Leishmania da agdo
dos radicais livres e das enzimas lisossomais do fagolisossomo (ZAMBRANO-VILLA et
al., 2002). Outros fatores podem levar a inibi¢do na producdo de 6xido nitrico, como a IL-
10 e o fator de crescimento e transformagaof (TGF -B). Esta citocina estd relacionada com
a inibi¢do da ativagdo dos macrofagos, induzida pelo IFN-y, e com a redugdo da expressao

de moléculas do MHC classe II (DING et al., 1990).

A infeccdo por Leishmania, além de inibir as fungdes de macréfagos, pode
determinar a produgdo de moléculas sinalizadoras com a¢do imunossupressiva, tais como
IL-10 e TGF-B, facilitando a sobrevivéncia desse protozoario no hospedeiro. TGF-f inibe a
atividade microbicida do macréfago e a produgdo de IFN-y pelas células NK. Estudo com
L. chagasi mostrou que esse patdégeno estimulou a produgcdo de TGF-B no momento da
infec¢do, favorecendo a inibi¢do da resposta imunologica naquele local (GANTT et al.,

2003). Foi observado que CMSP de pacientes com LV, quando estimuladas in vitro com
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antigeno de Leishmania, apresentavam alteragdes na fun¢do macrofagica (HO et al., 1992)

e diminui¢do na expressao de MHCII pelos macrofagos infectados (KWAN et al., 1992).

Alteragcdes na apresentacdo do antigeno foram detectadas nas infec¢des por
Leishmania. Macréfagos infectados por L. amazonensis expressaram niveis normais de
MHC classe II. Nesse caso, foi sugerido que a alteracdo na apresentacdo do antigeno
poderia ser devida ao seqiiestro de molécula do MHC classe II associada ou ndo ao
antigeno nos fagolisossomos, alteracdes no posicionamento do antigeno na molécula
apresentadora e, ainda, endocitose dessas moléculas pelas proprias leishmanias (DE
SOUZA LEAO et al., 1995; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; OLIVIER; GREGORY;
FORGET, 2005).

A IL-10 ¢ uma citocina que favorece a sobrevivéncia da Leishmania no interior
dos macréfagos através da inibi¢do da sintese de citocinas, como IL-1f, IL-6 e TNF-q, e da
reducdo da expressao de moléculas MHC classe II. A IL-10 apresenta uma agdo supressora
sobre a produgcdo de IFN-y pelos lid€itos T e promove alteragdes funcionais dos
macrofagos, sugerindo que essa citocina prejudica a atividade dos macréfagos em destruir a

leishmania (BOGDAN; VODOVOTZ; NATHAN, 1991).

A resposta imunologica mediada por células através de linfocitos Thl especificos
¢ necessdria para controlar a infeccdo por Leishmania em camundongos e humanos
(SCOTT, 1991; LASKAY et al., 1995; GAAFAR et al., 1995; CHAN et al., 1999). Este
parasito altera a expressdo de genes macrofagicos e inibe a resposta Thl, livrando-se da

resposta imunolégica adquirida do hospedeiro.

3.2.3 Interferéncia na sinalizacao celular

A Leishmania utiliza varias estratégias para romper o equilibrio dos mecanismos
de sinalizacdo celular, dentre elas a modulacdo positiva da concentragdo de calcio no

interior do fagdcito, influenciando diversas enzimas da cascata de sinalizacdo celular. Esse
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parasito ativa moléculas inibitorias dos eventos da sinaliza¢do celular, como a fosfatase
SHP-1, limitando a ativacao da via através de JAK/STAT (FORGET et al., 2001; YANG;
MOSSER; ZHANG, 2007). Tem sido relatado que a infec¢@o por L. donovani pode inibir a
sinalizacdo através de JAK-2/STAT-1 (RAY et al., 2000).

4. Moléculas moduladoras na ativacao do linfocito T

A efetividade da comunicagdo celular depende da integridade dos elementos
envolvidos, inclusive das células apresentadoras de antigenos e das moléculas

coestimuladoras.

A resposta das células do sistema imunologico € controlada através do equilibrio
de sinais percebidos por uma grande quantidade de receptores de superficie celular,

incluindo receptores de ativagao, moléculas coestimuladoras e moléculas inibitdrias.

A sinalizacdo através do TCR ndo ¢ suficiente para a ativagdo da transcricao
génica, sendo necessaria a amplificagdo desse sinal. Assim, entram em agdo as moléculas
correceptoras e coestimuladoras. Evidéncias apontam o envolvimento de receptores da
familia SLAM e de um grupo de proteinas adaptadoras intracelulares, dentre elas SAP, na
regulacdo da resposta imunoldgica (ENGEL; ECK; TERHORST, 2003; LATOUR;
VEILLETTE, 2004; NICHOLS et al., 2005; VEILLETTE, 2006).

4.1 Molécula sinalizadora na ativacao linfocitaria (SLAM)

4.1.1 Caracteristicas

SLAM foi identificada inicialmente em células humanas como IPO-3, uma

glicoproteina de superficie celular expressa em células do sistema imunoldgico
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(SIDORENKO; CLARK, 1993; PUNNONEN et al, 1997; CASTRO, 1999) e
posteriormente clonada (A12), recebendo a denominagdo de Signaling Lymphocytic

Activation Molecule (SLAM) (COCKS, 1995).

A familia de receptores relacionados a SLAM ¢é um subgrupo da superfamilia das
imunoglobulinas de receptores de superficie celular. Além do receptor SLAM (IPO-3,
SLAMF1 ou CD150), essa familia agrega outros membros como: 2B4 (CD244), Ly-9
(CD229), CD2-like receptor na ativagao de células citotoéxicas (CRACC, SLAMF7, CD319
ou CS1), CD84, antigenos de linfécitos NK, T e B (SLAMF6 ou NTB-A; Lyl08 em
camundongos) (ENGEL; ECK; TERHORST, 2003; VEILLETTE; CRUZ-MUNOZ;
ZHONG, 2006; MA; NICHOLS; TANGYE, 2007).

SLAM tem peso molecular de 70 kD, sendo constituida por 335 aminoacidos. A
sua estrutura compreende uma por¢do extracelular contendo 202 aminoéacidos, uma
transmembrana com 22 aminoacidos e outra citoplasmatica com 77 aminoacidos. Essa
porcao citoplasmatica apresenta dominio contendo trés motivos com residuos de tirosina:
Y281, Y307 e Y327. O motivo que contém o residuo de tirosina Y281 apresenta uma maior
afinidade com SAP, interagindo sem requerer a fosforilagdo da referida tirosina. Os
motivos baseados em tirosina sdo constituidos de seqiiéncias consenso de aminodacidos:
TxYxxV/I, a qual T corresponde a treonina, Y a tirosina, , V a valina, I a isoleucina, e X a
residuo de qualquer aminodcido (SAYOS et al., 1998; ROMERO et al., 2005). Esses
motivos tém sido denominados de motivos de troca baseados em tirosina dos receptores
imunolégicos (ITSM) em fung¢do de possuirem a capacidade de modular a cascata de
sinalizagdo através de ligagdes diferenciadas com moléculas contendo um dominio SH2,

como SAP (SIDORENKO; CLARK, 2003).

A proteina associada a SLAM, o representante da familia de adaptadores
relacionados a SAP (SAYOS et al., 1998), possui peso molecular de 15 kD, sendo
constituida por 128 aminoacidos, um TtUnico dominio SH2 e uma extremidade
carboxiterminal composta por 24 a 26 aminoacidos. O dominio SH2 apresenta duas
superficies de ligacdo. Uma das superficies interage com motivo baseado em tirosina na
por¢do citoplasmatica de SLAM através de regido contendo a arginina na posi¢do 32

(Arg32) (SAYOS et al., 1998; POY et al., 1999), enquanto a outra, contendo arginina na
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posi¢ao 78 (Arg78), liga-se ao dominio SH3 da tirosinafosfoquinase (SAYOS et al., 1998;
ROMERO et al., 2004; RONCAGALLI et al., 2005).

Foram 1identificadas quatro isoformas de SLAM, originadas a partir da
eliminagdo seletiva de exons — splicing. Duas delas com 305 aminoacidos, correspondentes
ao seguimento transmembrana, outra citoplasmatica e uma solivel (PUNNONEN et al.,
1997; WANG et al., 2001). SLAM em forma solavel ¢ capaz de interagir com SLAM

expressa na superficie da membrana celular e influenciar na resposta imunoldgica.

SLAM tem a capacidade de interagir de forma homotipica com seus dominios
extracelulares, porém com baixa afinidade (Kd 200 uM) (MAVADDAT et al., 2000;
ROMERO et al., 2005) e funciona através de sinalizacdo bidirecional apos ligacdes
SLAM-SLAM (COCKS et al., 1995; LATOUR et al., 2001).

O virus do sarampo e outros virus da familia morbilivirus utilizam os receptores
SLAM e CD46 para infectar as células, sendo SLAM o principal receptor para aquele virus
(TATSUO et al., 2000; SIDORENKO; CLARK, 2003). No sarampo, as c¢lulas dendriticas

infectadas tém um papel determinante na disseminagao viral (KRUSE et al., 2001).

O gene que codifica SLAM localiza-se no brago longo do cromossomo 1, na
regido 1q22 (THOMPSON et al., 1996), em humanos e camundongos (CHAN et al., 2003;
ENGEL; ECK; TERHORST, 2003; LATOUR et al., 2003). Os receptores da familia
SLAM tem sido implicados na fisiopatologia da autoimunidade. A regido Sl elb confere
uma maior susceptibilidade ao Iupus em camundongos e corresponde a regido do gene da
familia SLAM no cromossomo 1 (WANDSTRAT et al., 2004). Polimorfismos na regiao do
gene da familia SLAM tém sido associados com o lapus humano (TSAO et al., 1997,

MOSER et al., 1998; SHAI et al., 1999).
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4.1.2 Expressao de SLAM

SLAM ¢ expressa em células hematopoiéticas envolvidas na imunidade inata e
adquirida (VEILLETTE; LATOUR, 2007), como timocitos, macrofagos, células
dendriticas maduras, linfécitos B e T, e plaquetas, em humanos ¢ murinos (PUNNONEN et
al., 1997; CASTRO et al., 1999; ROMERO ef al., 2004). A expressdo dessa molécula foi
observada também em células hematopoiéticas da medula d6ssea e no figado de fetos
murinos (KIEL et al, 2005). A expressio de SLAM na maioria dessas células
hematopoiéticas ocorre constitutivamente, sendo induzida rapidamente nos linfocitos T ¢ B
nas infecg¢des virais, € nas células dendriticas por estimulos antigénicos (NANDA et al.,
2005) e inflamatorios, como lipopolissacaride (LPS) e IL-1B (KRUSE et al., 2001), e nos
macrofagos por LPS e IFN-y (COCKS et al., 1995; SAYOS et al., 2000; WANG et al.,
2004; ROMERO et al., 2004). Tem sido relatada a expressio de SLAM em células do
centro germinativo de linfonodos, bago, tonsilas e em uma subpopulagdo de células
endoteliais (SIDORENKO; CLARK, 1993), no entanto, essa expressdo ndo tem sido
observada em células NK, monocitos, granulécitos ou células dendriticas imaturas

(VEILLETTE; LATOUR, 2007).

Uma maior expressdo SLAM pode ocorrer em enfermidades nas quais ha uma
resposta Thl exacerbada, como no caso da hanseniase tuberculdide, na qual foi
demonstrado que existe uma correlacdo direta da expressdo de SLAM com o perfil de
citocinas Thl (GARCIA, et al., 2001). A expressao de SLAM mostrou-se aumentada em
modelos experimentais de lupus em camundongos, revelando o possivel envolvimento
desse receptor com a autoimunidade (SHAI et al, 1999). Em portadores de artrite
reumatdide, associada a altos niveis de imunoglobulina E (IgE), foi detectada uma maior
concentragdo de formas soluveis de SLAM no liquido sinovial em relagdo aos controles
(BLEHARSKI et al., 2001). A andlise de linfocitos T CD4" de portadores de esclerose
multipla revelou que essas células apresentam uma maior expressao de SLAM em relacdo

aos controles (FERRANTE et al., 1998).
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4.1.3 A¢des do SLAM

Os receptores relacionados a SLAM modulam as fungdes de linfocitos T e B,
macrofagos e de células dendriticas maduras (ENGEL; ECK; TERHORST, 2003;
LATOUR, 2004; NICHOLS, 2005; VEILLETTE; CRUZ-MUNOZ; ZHONG, 2006;
CHAN, 2006; MA; NICHOLS; TANGYE, 2007). A a¢do dos receptores relacionados a
SLAM resulta da fosforilacdo dessas moléculas por proteinas quinases da familia Src, na
dependéncia de suas ligagdes a SAP (CHEN, 2004). SAP estd envolvido na transdugdo dos
sinais intracelulares, exercendo sua agdo através da interagdo do seu dominio SH2 com a
cauda citoplasmatica de SLAM (ENGEL; ECK; TERHORST, 2003; LATOUR;
VEILLETTE, 2004; NICHOLS, 2005; VEILLETTE, 2006). Dessa forma, SAP promove o
recrutamento e a ativacdo enzimatica de FynT, induzindo a fosforilagdo do dominio
citoplasmatico de SLAM, favorecendo a propagacdo de eventos da cascata da sinalizacao
(SAYOS et al., 1998; CHAN et al., 2003; LATOUR et al., 2003; VEILLETTE; LATOUR,
2007). A associacdo de SAP na via de sinaliza¢do através de SLAM influencia a resposta
imunolégica humoral, resultando na produgdo de IL-4 e formagdo de centros germinativos;
a ativacdo de células NK humanas; o desenvolvimento de linfocitos NKT e a ativagdo do

regulador de linfocitos T CD8" (MA; NICHOLS; TANGYE, 2007).

SLAM auxilia a adesdo entre os linfocitos T e as células apresentadoras de
antigenos, participando da formagdo da sinapse imunoldgica e da coestimulacdo na
sinalizacdo dependente do TCR (COCKS et al., 1995; MAVADDAT et al., 2000; ENGEL;
ECK; TERHORST, 2003). Esse coestimulador também modula a produgdo de citocinas por
linfocitos T CD4", macrofagos e células dendriticas, tendo acdes diferenciadas na

dependéncia do tipo de estimulo e coestimulos (MA; NICHOLS; TANGYE, 2007).

A principio, o papel de SLAM foi investigado através do anticorpo monoclonal
anti-SLAM (a-SLAM), identificado como um anticorpo agonista. Esse anticorpo associado
ao estimulo de TCR/CD3 em linfocitos T CD4", induzia o aumento da proliferacio dessas
células e da citotoxicidade de linfocitos T CD8" (HENNING et al., 2001), como também a
elevagdo nos niveis de IFN-y (COCKS et al., 1995; AVERSA et al., 1997; CASTRO et al.,
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1999; LATOUR et al., 2001). Assim, a-SLAM regulava a diferenciagao de linfocito T
CD4", aumentando a producio de IFN-y, redirecionando a resposta imunabgica para um

perfil Thl (COCKS et al., 1995; AVERSA et al., 1997; CASTRO et al., 1999). No
entanto, estudo com células de timoma murino, sob estimulo de TCR, mostrou que o efeito
da interacdo SLAM-SLAM foi a reducao da producao de IFN-y (LATOUR et al., 2001).
Em estudo com camundongos C57BL/6 deficientes de SLAM, foi mostrado que linfocitos
T CD4", ativados através de TCR, apresentaram reduzida producdo de IL-4, IL-13 e
discreto aumento da produgdo de IFN-y. Observou-se ainda que, essa deficiéncia de SLAM
pode afetar a resposta Thl por prejudicar a fungdo das APCs, visto que macrofagos
deficientes de SLAM mostraram reduzida producao de IL-12 sob estimulo de LPS, baixas
concentragdes de 6xido nitrico, reduzida secre¢cdo de TNF-a e aumento da produgdo de IL -
6, que podem reduzir a producdo de IFN-y por linbcitos T CD4 *. Assim, foi constatado
que esses camundongos apresentaram aumento da susceptibilidade a infec¢ao por L. major
e incapacidade de eliminar esse parasito (WANG et al., 2004), favorecidas pela reduzida
producdo de IL-12, citocina requerida pelas APCs na montagem da resposta imunologica
protetora (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Portanto, SLAM mostrou exercer uma a¢ao
estimulatéria sobre a resposta Th2 e inibitoria sobre a producdo de IFN-y. ABm disso,
SLAM nao ¢ requerido somente para a producao de IL-4, mas também apresenta papel em
outros eventos que envolvam a producdo de citocinas Th2, como IL-5 e IL-13, tal como

ocorre na resposta alérgica (MA; NICHOLS; TANGYE, 2007).

Tem sido demonstrada a importancia da coestimulagdo de SLAM na resposta
imunologica a algumas infecgdes bacterianas, como a hanseniase e a tuberculose. Um
estudo mostrou que, em CMSP de pacientes com hanseniase tuberculodide, a expressdo de
SLAM e a produgdo de IFN-y aumentaram apds o estimulo com antigeno de M. leprae e
que a adi¢do de IFN-y a cultura de CMSP de pacientes com hanseniase virchowiana induz a

expressdao de SLAM em linfécitos T (GARCIA et al., 2001).

Um estudo que avaliou a participacdo de SLAM na infec¢do por HIV mostrou
que a via de sinalizacdo através de SLAM, além de potencializar a resposta proliferativa
induzida por esse virus, inibe a producao de IL-10, redirecionando a resposta ThO para Th1

(MERONI et al., 1999).
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Estes resultados discordantes foram, em parte, explicados pela possivel acao
bloqueadora do a-SLAM (ENGEL; ECK; TERHORST, 2003; MA; NICHOLS; TANGYE,
2007) e a interpretacdo dos resultados, que atribuiu @ SLAM os efeitos obtidos pela acao
antagonista do referido anticorpo. E provavel, também, que as condi¢des inerentes a cada
experimento, como o modelo (murino ou humano), o tipo de célula (linfécito, macrofago
ou célula dendritica), o tipo de estimulo (LPS ou antigeno), o cardter agonista ou

antagonista do anticorpo utilizado, tenham contribuido para gerar essas discrepancias.

Estudos com camundongos deficientes de SAP, SLAM ou proteina quinase
mostraram que a via de sinalizagdo através de SLAM-SAP-Tirosinafosfoquinase ¢
importante para induzir a producao de citocinas Th2 em resposta a estimulo através de TCR

(DAVIDSON et al., 2004; CHEN et al., 2006; MA; NICHOLS; TANGYE, 2007).

5. Interacio SLAM-SAP-Tirosinafosfoquinase

Para que SLAM possa mediar o sinal intracelular ¢ fundamental a sua ligagdo a
SAP (LATOUR et al., 2003). Em algumas células como macrofagos, linfécitos B e muito
provavelmente células dendriticas, a interacdo de SLAM podera ocorrer com EAT (ewing's

sarcoma — associated transcript)-2 ao invés de SAP (MORRA et al., 2001).

SAP liga-se através do seu dominio SH2, simultaneamente, ao dominio baseado
em motivos de tirosina situado na cauda citoplasmatica de SLAM e ao dominio SH3 da

proteina tirosinafosfoquinase. Essas ligagdes processam-se em superficies opostas

(RONCAGALLI et al., 2005).

A interacdo de SAP com SLAM ¢ auxiliada pela arginina na posi¢ao 32 (Arg32)
presente no dominio SH2. SAP liga-se ao motivo contendo a tirosina na posi¢ao 281

(Y281) (SAYOS et al., 1998; POY et al., 1999) presente no dominio citoplasmatico de
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SLAM. Essa interacao ocorre independente da fosforilagdo de Y281, mostrando que SAP ¢
constitutivamente associado & SLAM (SAYOS et al., 1998). Os motivos contendo tirosina
presentes na por¢do citoplasmatica de SLAM sdo capazes de interagir com SAP, com as
fosfatases SHP2 e SHIP, além das proteinas quinases, como tirosinafosfoquinase e Lck
(SAYOS et al, 1998; CASTRO et al., 1999). Para essa interacio com SLAM, SAP
compete inibindo a fosfatase SHP2, que contém um dominio SH2 com afinidade pelo
mesmo motivo baseado em tirosina em SLAM, deslocando-a. Assim, fica estabelecido o
bloqueio, impossibilitando a interacdo da fosfatase SHP2 com a por¢do citoplasmatica de
SLAM (SAYOS et al., 1998; HOWIE et al., 2002a). Na auséncia de SAP, SLAM liga-se a
essa fosfatase. Essa atuagdo de SAP mostra o seu carater de inibidor natural da ligagdo de

SLAM com outras proteinas contendo dominio SH2 (SAYOS et al., 1998; LI et al., 2003).

Através de outra superficie de ligagdo no dominio SH2 contendo arginina na
posi¢do 78 (Arg78), SAP interage com o dominio SH3 da tirosinafosfoquinase (SAYOS et
al., 1998; ROMERO et al., 2004; RONCAGALLI et al., 2005) apos vencer a competigao
com as forgas intramoleculares que mantém essa quinase inativa. SAP simultaneamente
associa-se @ SLAM e a tirosinafosfoquinase, formando um complexo multiprotéico. Ao
recrutar a tirosinafosfoquinase para SLAM, SAP promove a fosforilagdo desta molécula
(CHAN et al., 2003; LATOUR et al., 2003; LI et al., 2003). Esse complexo formado,
SLAM-SAP-Tirosinafosfoquinase, contribuira para reduzir a produgdo de IFN-y (LATOUR
et al., 2001; CHAN et al., 2003; LATOUR et al., 2003; WANG et al., 2004). Entdo, o
sitio fosforilado em SLLAM serve de base para o dominio SH2 de fosfatase contendo
inositol (SHIP), que ¢ entdo fosforilada, e a seguir, liga-se aos adaptadores de proteinas
Dok (docking protein)- 1, Dok2 e Shc. A proteina Dok2 fosforilada liga-se ao dominio SH2
de RasGAP (LATOUR et al., 2001). A produgdo de citocinas Th2 podera ser regulada por
esses substratos. Entdo, SAP regula a resposta imunologica através da via de sinalizagdo de
SLAM pelo recrutamento de tirosinafosfoquinase ativa. O resultado dessa via ¢ supressao
da produgdo de IFN-y e aumento da producao de IL-4. H4 relato sugerindo que a associacao
de SAP a tirosinafosfoquinase acontece tanto constitutivamente quanto de forma induzida,
sendo dependente da mudanga conformacional que ocorre em SAP conseqiiente a sua

interacdo com SLAM (CHEN et al., 2006).
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Em camundongos, na presenca de SAP, o sinal mediado por SLAM determinou
uma inibicao seletiva na secrecdo de IFN-y durante a ativacao do linfocito T, enquanto que
na auséncia de SAP, SLAM ndo apresentou impacto significativo na fosforilagdo
intracelular pela proteina quinase ou mesmo no perfil de producdo de citocina

(VEILLETTE; LATOUR, 2003).

Em modelos de camundongos deficientes em SLAM, Ly108 ou Ly9 mostrou-se
alteracdes na resposta de producdo de citocinas Th2, porém essas alteragdes nao foram tao
acentuadas quanto aquelas observadas em camundongos deficientes de SAP (WANG et al.,

2004; HOWIE et al., 2005; GRAHAM et al., 20006).

A avaliagdo do envolvimento de SLAM e SAP na produgdo de citocinas no curso
da tuberculose humana demonstrou que a produg@o de IFN-y foi diretamente proporcional a
expressao de SLAM e inversamente proporcional a expressao de SAP (PASQUINELLI et
al., 2004).

A contribuicdo de SAP na sinalizagdo de SLAM na infeccdo pelo virus do
sarampo ainda ndo estd estabelecida, porém os portadores da sindrome linfoproliferativa
ligada a0 X mostraram uma resposta imunologica alterada frente a infeccdo pelo virus do
sarampo (PURTILO, et al. 1977), sugerindo que linfocitos T infectados pelo virus do
sarampo tem sua fun¢do prejudicada na deficiéncia de SAP (MA; NICHOLS; TANGYE,
2007).

6. Interacio SLAM-SAP-TCR

Além de participar da modulacao da via de sinalizagcdo através de SLAM, SAP
também esta envolvido na sinaliza¢do através de TCR, regulando a ativagdo da proteina
quinase C-teta (PKC-0), Bcl-10 (células de B de linfoma) e NF-xB (CANNONS 2004 et
al.; MA; NICHOLS; TANGYE, 2007). SAP ¢ necessario para uma completa ativagdo de

NF-kB e GATA-3, que sdo reguladores positivos dos genes das citocinas Th2. Portanto, a
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regulacao da produgdo de citocinas Th2 dependente de SLAM podera ter a participacao dos
sinais de PKC-0 que levama ativacdo de NF -kB e GATA-3. A producgdo de citocinas Th2
podera ser regulada por esses substratos. O aumento da expressdo do fator de transcrigdo
GATA-3 resultara no aumento da produgdo de IL-4, que aciona a resposta Th2, e em
redu¢do da produgao de IFN-y (MA; NICHOLS; TANGYE, 2007). Linfécitos T SAP” ou
fosfoquinase” ativados mostram reduzida fosforilagio de Bcl-10, que constitui um

substrato de PKC-0 (CANNONS et al., 2004).
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III. JUSTIFICATIVA




O Brasil enfrenta, faz alguns anos, a expansdo e urbanizagdo da leishmaniose
visceral com casos humanos e um grande numero de caes positivos em varias cidades de
grande e médio porte. O ciclo de transmissdo, que anteriormente ocorria no ambiente
silvestre e rural, hoje também se desenvolve em centros urbanos. Em 19 dos 26 estados
brasileiros ja foram registrados casos autdctones de LV, representando um importante

problema de satide publica.

O controle da infec¢do por Leishmania ¢ mediado pela resposta imune celular, na
qual o IFN-y tem papel fundamental na ativacdo dos mecanismos leishmanicidas. Tem sido
demonstrado, no modelo murino, que o direcionamento da resposta imune, protetora ou
exacerbadora da doenca, ¢ definido nos primeiros eventos da sensibilizacdo dos linfocitos
pela Leishmania. E, que individuos sadios, sem contato prévio com Leishmania, respondem
diferentemente ao parasito, com um espectro de produ¢do de IFN-y, variando dos que 1o

produzem aos que secretam esta citocina em altas concentragdes.

Assim, torna-se relevante a necessidade de melhor entender a modulagao da
resposta imune induzida pela Leishmania, para que se possa ter subsidios para a elaboracao
de medidas, tanto preventivas como as vacinas, quanto terapéuticas. Dessa forma, esse
novo conhecimento podera subsidiar pesquisas que visem a elaboragdo de vacinas efetivas,
adotando uma estratégia anti-Th2 através da fusao do a-SLAM ao antigeno especifico, ou a

formulagdo de novas abordagens imunofarmacolédgicas da terapéutica da leishmaniose.

O presente estudo pode contribuir para um maior esclarecimento da resposta
imunoldgica a infec¢do por L. chagasi, sendo relevante para a elucidacdo dos mecanismos

moduladores dessa resposta imune nos individuos baixos produtores de IFN-y.
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IV. HIPOTESES




1. Hipotese

A Leishmania chagasi modula negativamente a produgdo de IFN-y atravs da via de

sinalizagdo SLAM
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V. OBJETIVOS




1. Geral

Avaliar o papel da via de sinalizacdo de SLAM na modulagao da resposta imune em
CMSP de individuos baixos produtores de IFN-y, frented estimulacdo in vitro por

Leishmania chagasi.

2. Especificos

Analisar a producdo de IFN-y e IL-10 pelas CMSP de individuos baixos produtores

estimuladas in vitro com L. chagasi, sob bloqueio da via de sinalizacdo de SLAM.

Avaliar a producao de IFN-y e IL-10 pelas CMSP de individuos baixos produtores
estimuladas in vitro com L. chagasi, sob tratamento com citocinas pro-inflamatérias (rIFN-

yourlL-12)

Verificar a produgdo de IFN-y e IL-10 pelas CMSP de individuos baixos produtores
estimuladas in vitro com L. chagasi, sob tratamento com citocinas pro-inflamatorias (rIFN-

v ou rIL-12) associado ao bloqueio da via de sinalizacdo de SLAM.
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VI. MATERIAL E METODOS




1. Local de execucido da pesquisa

Laboratorio de Parasitologia do Departamento de Patologia e Medicina Legal da

Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara.

2. Defini¢cdo da populagio do estudo

A populagdo do estudo compreendeu individuos doadores de sangue (21) do Centro

de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE).

Foram usados como critérios de inclusdo: ter sorologia negativa para Doenca de
Chagas, Hepatite B, Hepatite C, HIV, HTLV I/II e Sifilis, além de mostrar indice de
linfoproliferacdo para antigeno de Leishmania menor ou igual a 4, como descrito
previamente (PASQUINELLI et al., 2004). E como critérios de exclusdo: ter resposta

linfoproliferativa > 4, para antigenos de Leishmania.
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3. Procedimentos laboratoriais

3.1. Antigeno

Para a estimulacao in vitro das CMSP de individuos doadores de sangue, utilizou-se
L. chagasi (MHOM/BROO/MER/STRAIN2), isolada de paciente com LV e caracterizada
por anticorpos monoclonais, na forma promastigota viva em fase estaciondria de

crescimento.

As promastigotas de L. chagasi foram cultivadas em meio Schneider (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco BRL),
0,2 % de urina humana estéril de doadores masculinos 50 pg/mL de Gentamicina (Gibco
BRL). Para o uso no experimento, as promastigotas foram submetidas a trés ciclos de
lavagem com salina estéril gelada, com centrifugacdo a 850 g, por 15 minutos a 4 °C e
ajustadas para as concentracdes de 5 x 107, 5 x 10° ou 10° promastigotas/mL em meio
RPMI - 1640 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO). A viabilidade da L. chagasi foi analisada

pela motilidade.

3.2. Preparagao das Células Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP)

Foi coletado creme leucocitario de individuos doadores de sangue, cedido pelo

Centro de Hemoterapia ¢ Hematologia do Ceara (HEMOCE).

As CMSP foram isoladas através de centrifugacdo por gradiente de densidade em
Ficoll - Hipaque (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), a 400 g por 40 minutos a 21 °C, em

seguida, foram submetidas a trés ciclos de lavagem com salina estéril gelada, com
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centrifugacdo a 350 g, por 15 minutos a 5 °C e ajustadas para as concentracdes de 5 x 10°
ou 10° células/mL em meio RPMI 1640 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) suplementado com
10 mM de HEPES (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), 50 pg/mL de gentamicina (Gibco
BRL), 100 U/mL de penicilina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), 200 pg/mL de
estreptomicina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), 2 mM de L-glutamina (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO) e 10 % de soro AB humano inativado (POMPEU et a/, 2001).

3.3. Linfoproliferacao

Para quantificar a proliferacio das CMSP em resposta ao antigeno, estas células
foram distribuidas em placas de cultura de 96 pogos, na concentragio de 2 x 10’
células/pogo, e cultivadas, a 37 °C em atmosfera iimida de CO, a 5 %, na presenga ou na
auséncia de L. chagasi (2 x 10° células/poco) e, ap6s 4 dias, foram adicionadas de [*H]TdR
(1nCi/pogo) . Com 16 horas de cultivo, as CMSP foram coletadas em filtro e mensurada a

incorporagao de [*H]TdR através de cintilografia em contador beta.

3.4. Quantificagdo de Citocinas

As citocinas foram mensuradas baseando-se na metodologia modificada de Garcia e

cols (2001), Pasquinelli e cols (2004) e Vilar (2009).

Para a quantificagdo da produ¢do de IFN-y e IL-10, as CMSP na concentracdo de
1,5 x 10° células/poco foram distribuidas em placas de cultura de 48 pocos em volume de

0.3 mL/pogo cultivadas a 37 °C em atmosfera imida de CO, a 5 %, na presenga ou na
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auséncia de L. chagasi (1,5 x 10° promastigotas/pogo). Apos 5 dias, os sobrenadantes foram

coletados para dosagem de IFN-y.

Para avaliar o efeito da via de sinalizagdo SLAM sobre a produgdo de IFN-y e IL-
10, as CMSP foram cultivadas, nas mesmas condi¢gdes descritas acima, na presenga ou na
auséncia de a -SLAM (A12, 10 pug/mL: eBioscience, San Diego, CA) e ou de L. chagasi
(1,5 x 10° promastigotas/pogo). Apods 5 dias, os sobrenadantes foram coletados para a

analise dos niveis de secre¢do de IFN-y e IL-10.

Para avaliar o efeito da via de sinalizagdo SLAM sobre a produgdo de IFN-y e IL-
10, associado ao tratamento de citocinas pro-inflamatorias, as CMSP foram cultivadas, nas
mesmas condigdes descritas previamente, na presenca ou na auséncia de rIL-12 (IL-12
recombinante)(concentragdo final: 500 pg/mL; Peprotech, México, DF) ou rIFN-y
(interferon-y recombinante) (concentracdo final: 7.5 pg /mL; Chemicon, San Diego, CA), e
cultivadas na presenca ou na auséncia do -SLAM (A12, 10 pg/mL: eBioscience, San
Diego, CA) e ou L. chagasi (1,5 x 10° promastigotas/poco). Apos 5 dias, os sobrenadantes
foram coletados para dosagem de IFN-y e IL-10 (Fluxograma — ANEXO II).

Os niveis de IFN-y e IL-10 nos sobrenadantes coletados foram quantificados através
do método ELISA, utilizando-se Kits BD Opteia TM Set Human IFN-y e IL-10 (BD
Biosciences, San Diego, CA). A metodologia utilizada foi de acordo com as instrugdes do

fabricante.

4. Consideracoes éticas

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Complexo
Hospitalar da Universidade Federal do Cearda (COMEPE) (Protocolo N° 310/2004)
(ANEXOI).
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5. Analise estatistica

Na analise estatistica foram usados métodos ndo paramétricos, sendo utilizado o
teste pareado de Wilcoxon para a comparag¢dao de dados do mesmo individuo, enquanto o
teste de Mann Whitney foi empregado para comparagdes entre grupos de individuos. Os
dados examinados representam os valores das concentragdes das citocinas (IFN-y e IL-10).
Os valores de p < 0,05 foram considerados significantes. O programa utilizado para essa

analises foi o Software GraphPad Prism versao 4.00 para Windows.
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VII. RESULTADOS




1. Definicao do perfil imunolégico dos individuos doadores de sangue

Foram classificados dois grupos de individuos com relacdo a producdo de IFN-y
apods 5 dias de estimulagdo in vitro com promastigotas vivas de L. chagasi, de acordo com
os critérios adotados por Pompeu e cols. (2001), definindo como altos produtores de IFN-y
aqueles cujas CMSP produziam concentragdes iguais ou superiores a 160 pg/mL (AP) e
como baixos produtores de IFN-y aqueles que produziam concentragdes inferiores a 160
pg/mL (BP). A concentracdo de IFN-y variou de 0.1 a 10.388,9 pg/mL, com 5 dias de
estimulacdo. O grupo BP teve uma freqiiéncia de 61,9 % (13/21). Houve diferenga

estatisticamente significante entre os grupos (p=0.0002) (Figura 3).
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FIGURA 3. Concentra¢des de IFN-y utilizadas para separacdo dos individuos nos grupos alto ou baixo
produtores. Niveis de IFN-y obtidas de culturas de células mononucleares de sangue periférico (1,5x10°
cels/pogo) de 21 individuos estimuladas com promastigotas vivas de L. chagasi (1,5x10° promastigotas/po¢o).
Apos 5 dias de cultivo, o sobrenadante foi analisado através de ELISA. A barra pontilhada representa o ponto
de corte (160 pg/mL) entre altos (AP) e baixos produtores (BP), (AP> 160  pg/mL, BP < 160 pg/mL). O

teste de Mann Whitney foi utilizado para comparagdo entre os grupos. Valor de p < 0.05 foi considerado
significante.
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Efeito de SLAM sobre a producio de citocinas induzida por L. chagasi

Para avaliar o papel de SLAM na resposta imune de individuos BP, as CMSP foram
cultivadas com promastigotas de L. chagasi na presenga ou auséncia dea -SLAM. Apoés 5
dias de cultivo, o sobrenadante foi coletado e as amostras foram avaliadas para producao de
IFN-y e IL-10. A estimulagdo das CMSP com L. chagasi foi capaz de promover um
aumento significativo da producao de IFN-y (p=0.0215; Figuras 4). L. chagasi associado ao
bloqueio da via de sinalizagdo SLAM apresentou uma tendéncia a um aumento na sintese
de IFN-y (Mediana = 9,6), no qual foi possivel observar uma producdo 2 vezes maior
quando comparado ao tratamento isolado com o antigeno (mediana = 4,6; p=0.273), o que
nao foi demonstrado na avaliagdo de IL-10, em que ndo existe aumento (p=0.9097) (Figura
4B e 5B). Nao foi identificada uma correlagdo entre os padrdes de producdo de IFN-y e IL-
10, tanto na presenga quanto na auséncia dea -SLAM (Figura 6). O bloqueio da via de
sinalizagdo SLAM, na auséncia de estimulo, ndo alterou a sintese de IFN-y e de IL-10
quando comparado ao controle negativo (p=0.843 e p=0.635, respectivamente) (Figura 4A

e 5A).
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FIGURA 4. Efeito de SLAM sobre a produgdo de IFN-y induzida por L. chagasi. Células mononucleares de
sangue periférico (1,5x10° cels/pogo) de individuos baixos produtores (BP) estimuladas com promastigotas
vivas de L. chagasi (1,5x10° promastigotas/pogo), na presenga ou auséncia de a-SLAM (10 pg/mL). Apds 5
dias o sobrenadante foi coletado ¢ analisado para produgdo de IFN-y atraws de ELISA. (A) As barras
continuas representam a mediana dos grupos. O teste de Wilcoxon foi utilizado para comparagdo entre os
grupos. Valores de p < 0.05 foram considerados significantes. (B) Cada linha conecta dados de um mesmo
individuo BP.
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FIGURA 5. Efeito de SLAM sobre a produgio de IL- 10 induzida por L. chagasi. Células mononucleares de
sangue periférico (1,5x10° cels/pogo) de individuos baixos produtores (BP) estimuladas com promastigotas
vivas de L. chagasi (1,5x10° promastigotas/pogo), na presenga ou auséncia dea -SLAM (10 pg/mL). Apds 5
dias o sobrenadante foi coletado e analisado para producdo de IL-10 através de ELISA. (A) As barras
continuas representam a mediana dos grupos. O teste de Wilcoxon foi utilizado para comparag@o entre os
grupos. Valores de p < 0.05 foram considerados significantes. (B) Cada linha conecta dados de um mesmo
individuo BP.
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FIGURA 6. Correlacdo entre IFN-y e IL-10 induzidos por L. chagasi sob bloqueio da via de SLAM. Células
mononucleares de sangue periférico (1,5x10° cels/pogo) de individuos baixos produtores (BP) foram
estimuladas com promastigotas vivas de L. chagasi (1,5x10° promastigotas/po¢o), na auséncia (A) ou na
presenga (B) de a-SLAM (10 pg/mL). Apos 5 dias, o sobrenadante foi coletado e analisado para produgao de
IFN-y ¢ IL-10 através de ELISA. As barras continuas representam a regressdo linear [(A) R 0,0002 e
p=0,961; (B) R*: 0,0051 e p=0,815)].
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Efeito de SLAM sobre a producido de citocinas induzida por L. chagasi apoés

tratamento com citocinas proinflamatorias (rIL-12 ou rIFN-y)

As CMSP de individuos sadios BP foram cultivadas sob estimulo de promastigotas
vivas de L. chagasi na auséncia ou na presencga de citocinas proinflamatorias (rIL-12 ou
rIFN-y), para avaliar se o bloqueio da via de sinalizagdo SLAM sinergisa a acdo destas
citocinas. No quinto dia de cultivo, o sobrenadante foi coletado para a quantificacdo de

IFN-y e IL-10.

O tratamento das CMSP com rIL-12 (500 pg/mL), simultaneo ao estimulo com L.
chagasi, em relagdo a adicdo de antigeno, determinou um aumento significativo na
producdo de IFN-y (p=0.019), ndo havendo modificacdo adicional dessa resposta, quando
a-SLAM foi associado, nessas mesmas condi¢des (p=0.146) (Figura 7). Com relagdo a
produgdo de IL-10, ndo foi observada alteracdo desta citocina pelas células tratadas com
rIL-12, sob estimulo de L. chagasi (p=0.946), independente do bloqueio da via de
sinalizagdo SLAM (p=0.1099), quando confrontamos a adi¢ao isolada do antigeno (Figura
8). rIL-12 adicionado isoladamente ndo alterou a producdo de IFN-y (p=0.496) e IL-10
(p=0.587), quando comparado a auséncia de estimulo (Figura 7 e 8). No entanto, quando se
adicionou somente rIFN-y, observou-se um aumento significativo desta citocina (p=0.0002)

(Figura 9) e de IL-10 (p=0.068) (Figura 10).
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FIGURA 7. Efeito de SLAM sobre a produgao de IFN-y induzida por L. chagasi, ap6s tratamento com rlL-
12. Células mononucleares de sangue periférico (1,5x10° cels/pogo) de 16 individuos baixos produtores (BP)
estimuladas com promastigotas vivas de L. chagasi (1,5x10° promastigotas/pogo), na presencga ou auséncia de
a-SLAM (10 pg/mL), e tratadas simultaneamente com rIL-12 (500 pg/mL). Apds 5 dias o sobrenadante foi
analisado para producdo de IFN-y através de ELISA. (A) As barras continuas representam a mediana dos
grupos. O teste de Wilcoxon foi utilizado para comparacdo entre os grupos. Valores de p < 0.05 foram
considerados significantes. (B) Cada linha conecta dados de um mesmo individuo BP.
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FIGURA 8. Efeito de SLAM sobre a producdo de IL-10 induzida por L. chagasi, apds tratamento com rlL-
12. Células mononucleares de sangue periférico (1,5x10° cels/pogo) de 16 individuos baixos produtores (BP)
estimuladas com promastigotas vivas de L. chagasi (1,5x10° promastigotas/pogo), na presenga ou auséncia de
a-SLAM (10 pg/mL), e tratadas simultaneamente com rIL-12 (500 pg/mL). Apds 5 dias o sobrenadante foi
analisado para produgdo de IL-10 através de ELISA. (A) As barras continuas representam a mediana dos
grupos. O teste de Wilcoxon foi utilizado para compara¢do entre os grupos. Valores de p < 0.05 foram
considerados significantes. (B) Cada linha conecta dados de um mesmo individuo BP.
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Quando as células foram estimuladas com L. chagasi e tratadas com rIFN-y, houve

aumento na secre¢do desta citocina (p=0.0002) e reducdo de IL-10 (p=0.0021) de forma

significativa, em relagdo a estimulagdo antigénica isolada.

o-SLAM associado ao

tratamento com rIFN-y mio promoveu um aumento adicional na produgdo desta citocina

(p=0.129), como também nao modificou a sintese de IL-10 (p=0.622) (Figura 9 ¢ 10).
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FIGURA 9. Efeito de SLAM sobre a producdo de IFN-y induzida por L. chagasi apds tratamento com rIFN-
y. Células mononucleares de sangue periférico (1,5x10° cels/pogo) de 16 individuos baixos produtores (BP)
estimuladas com promastigotas vivas de L. chagasi (1,5x10° promastigotas/po¢o), na presenca ou auséncia de
a-SLAM (10 pg/mL), e tratadas simultaneamente com rIFN-y (7.5 pg/mL). Apos 5 dias o sobrenadante foi
analisado para producdo de IFN-y através de ELISA. As barras continuas representam a mediana dos grupos.
O teste de Wilcoxon foi utilizado para comparacdo entre os grupos. Valores de p < 0.05 foram considerados

significantes.
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FIGURA 10. Efeito de SLAM sobre a produgao de IL-10 induzida por L. chagasi apo6s tratamento com rIFN-
y. Células mononucleares de sangue periférico (1,5x10° cels/pogo) de 16 individuos baixos produtores (BP)
estimuladas com promastigotas vivas de L. chagasi (1,5x10° promastigotas/po¢o), na presen¢a ou auséncia de
o-SLAM (10 pg/mL), e tratadas simultaneamente com rIFN-y (7.5 pg/mL). Apos 5 dias o sobrenadante foi
analisado para produgdo de IL-10 através de ELISA. As barras continuas representam a mediana dos grupos.
O teste de Wilcoxon foi utilizado para comparagdo entre os grupos. Valores de p < 0.05 foram considerados
significantes
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VIII. DISCUSSAO




Protecdo e resisténcia contra todas as formas de leishmanioses dependem da
resposta imune mediada por células (BARRAL-NETTO ef al., 1997; BARRAL-NETTO et
al., 1998). A polarizagdo da resposta imune do hospedeiro contra a Leishmania ¢
influenciada por eventos iniciais que ocorrem nos primeiros dias da infeccdo (VON
STEBUT et al., 1998), e o controle da proliferacdo do parasito no inicio ¢ fundamental para
a resolucdo da infeccdo (LASKAY et al, 1995). A resisténcia a infec¢do requer uma
resposta Thl, que na sua fase inicial ¢ dependente de IL-12 (SCOTT; TRINCHIERI, 1997).
A susceptibilidade a Leishmania parece ser determinada mais em decorréncia da falha na
elaboracdo da resposta Thl, do que ao desenvolvimento da resposta Th2 (JONES;
BUXBAUM; SCOTT, 2000). A L. chagasi induz uma deficiéncia da producao de IFN-y,
que torna os linfécitos incapazes de ativar macrofagos, além de um aumento de citocinas
supressoras da resposta Th1, como IL-4, IL-13, IL-10 e TGF - B, resultando em prejuizo da
resposta imune mediada por células (CARVALHO et al., 1988; BACELLAR et al., 1996;
ATTA et al., 1998).

Na presente avaliagdo, na modulagcdo da resposta imune pela adicdo de rIL-12
associada ao estimulo com L. chagasi, foi observado um aumento significativo na produg¢ado
de IFN-y. Esses resultados estdo de acordo com alguns estudos com CMSP de pacientes
com LV que evidenciaram a restauragdo da resposta imunologica na estimulagdo in vitro
com L. chagasi pela adigdo de IL-12 ou pela neutralizagdo de IL-10 (HOLADAY et al.,
1993; BACELLAR et al., 1996; RIBEIRO DE JESUS et al., 1998). Barral-Neto e cols.
(1998) observaram que a adigdo de rIL-12 em culturas de CMSP em combina¢do com
antigeno de Leishmania restaura a linfoproliferacdo de forma mais significativa que a
adicdo de a-IL-4 ou a-IL-10. Além disso, camundongos BALB/c infectados com L. major e
tratados com IL-12 exdgena desenvolveram resposta Thl e cicatrizagdo das lesdes
(HEINZEL et al., 1993; SYPEK et al, 1993). Em contraposicao, foi evidenciado que a
auséncia de IL-4 e IL-10, bem como a adi¢ao exodgena de IL-12, ndo reverteram a produgao
de IFN-y na infecgdo por L. amazonensis (JONES; BUXBAUM; SCOTT, 2000; JONES et
al., 2002). Bourreau et al. (2001) encontraram que a adi¢ao de rIL-12 em culturas de CMSP
de pacientes com LCL, estimuladas com antigeno de L. guyanensis, nao modificou

significativamente a producao de IFN-y.
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Possivelmente essas diferengas de respostas possam estar relacionadas ao fato de
um mecanismo inibitdrio possuir mais de uma via de ativagdo, a exemplo de IL-4 e IL-13
que mostram superposicdo em muitas de suas atividades biologicas (COFFMAN et al.,
1988; ROMAGNANI, 1997; HEINZEL et al., 1991); ou aos diferentes mecanismos de
evasdo peculiar a cada espécie de Leishmania. Tem sido demonstrado que o efeito
inibitdrio, através do IL-12R[2, ¢ mais potente com a L. amazonensis do que com as outras
espécies de Leishmania (JONES; BUXBAUM; SCOTT, 2000; JONES et al., 2002;
BOURREAU et al., 2001; RIBEIRO DE JESUS ef al., 1998; HOLADAY et al., 1993;
HEINZEL et al. 1993; SYPEK et al., 1993). Em macroéfagos, a infecgdo por L. chagasi ou
L. braziliensis determina a produgao de niveis de TGF-§ menores que aqueles observados

na infecc¢do por L. amazonensis (BARRAL et al., 1995).

Nos macréfagos, o IFN-y estimula os mecanismos microbicidas, induzindo a
sintese de oxido nitrico e de espécies reativas derivadas do oxigénio, levando a reducao da
carga parasitaria e ao controle da infec¢gado (MURRAY; RUBIN; ROTHERMEL, 1983).
Essa acdo foi demonstrada em estudos com Leishmania, nos quais uma linhagem de
camundongos resistentes controlava a infecc¢ao, através da produgao de IFN-y por linfocitos
Th1, enquanto que nos camundongos susceptiveis, a doenga tinha carater progressivo, com
predominio de linfocitos Th2, secretores de IL-4 e inibidores da producdo de IFN-y
(BACELAR et al., 2002). Ha evidéncias indicando que Leishmania pode causar alteragdes
da resposta imune com conseqiiente supressio de IFN-y (CARVALHO; TEIXEIRA;
JOHNSON, 1981; WILSON et al., 1996).

Observou-se, no presente estudo, que a adicdo de rIFN-y, com ou sem antigeno,
exerceu um importante efeito na indu¢do de uma resposta Thl pelas CMSP dos baixos
produtores, traduzido pela significativa elevagdo de IFN-y. E importante ressaltar que o
IFN-y detectado @0 ¢ somente o adicionado, mas essencialmente o produzido pelas
células, visto que o menor nivel detectado foi 2188 pg/mL, enquanto que a adi¢cdo foi de
apenas 7,5 pg/mL. Nossos achados ndo corroboram com os encontrados em hanseniase por
Garcia e cols.(2001) e em tuberculose por Pasquinelli e cols. (2004), em que o tratamento
com rIFN-y associado ao afgeno , M. leprae e M. tuberculosis respectivamente, nao

alterou a produgdo desta citocina. Esta diferenga se deve, possivelmente, a metodologia
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utilizada pelos dois trabalhos acima citados, na qual as células, apos a estimulagdo inicial
com antigeno e rI[FN-y, foram lavadas e recultivadas, sem um novo ajuste na contagem de
células vidveis, nem uma nova estimulacdo com antigeno. Este procedimento pode levar a
reducdo no numero de células viaveis, com conseqiiente comprometimento da sintese de

citocinas.

Corroborando com os achados deste estudo, Carvalho e cols.(1994) trabalhando
com CMSP de pacientes com LV demonstraram que houve restauragdo da resposta
linfoproliferativa e da produgdo de IFN-y pela adi¢do de rIL-2 e rIFN-y. Outra investiga¢ao
revelou que células de linfonodos de camundongos BALB/c, adicionadas de IFN-y e
estimuladas com L. major, aumentaram significativamente os niveis de IFN-y, favorecendo
a resposta Thl, enquanto que reduziram as citocinas da resposta Th2, como IL-4 e IL-5
(SCOTT, 1991). Contradizendo os achados anteriores, um estudo utilizando células de
linfonodos de camundongos BALB/c, pré-tratadas com rIFN-y e estimuladas com antigenos
de L. amazonensis, mostrou que nado houve reversdo do efeito inibitério sobre a

proliferag¢do celular (PINHEIRO ef al., 2004).

Na ativacdo das células T, além do engajamento do TCR, faz-se necessaria a
modulagdo desse evento por correceptores, dentre eles as moléculas pertencentes a familia
SLAM (VEILLETTE; LATOUR, 2003). Estudos avaliando o papel de SLAM na resposta
imune, utilizando a-SLAM, assumiam que este anticorpo apresentava papel agonista e
mostravam que a sua ligagdo em CMSP determinava aumento da produgdo de IFN-y,
favorecendo a polarizagdo para a resposta Th1 (COCKS et al., 1995; AVERSA et al., 1997;
CASTRO et al., 1999). A via de sinalizagao através de SLAM, mediada por SAP, leva a
ativacdo de fatores da transcricdo génica para a produ¢do de citocinas Th2 (IL-4), inibindo
a produgdo de IFN-y durante a ativgdo de células T (LATOUR et al., 2001). E possivel
que o o-SLAM atue como bloqueador da interacio de SLAM-SLAM, presente na
superficie das células T e das apresentadoras de antigeno. Com isso, possivelmente ocorra

uma reversao parcial da resposta Th2 para Thl.

Contribuindo com esse enfoque, experimento usando células dendriticas
ativadas, que expressavam constitutivamente SLAM humano, e que foram co-cultivadas

com CMSP, demonstrou que a interagio SLAM-SLAM reduziu a secrecao de IL-12
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induzida por CD40L pelas células dendriticas (RETHI et al., 2006), mostrando a fungao
fisiologica de SLAM em promover a resposta Th2. Latour e cols. (2001) comprovaram que

a via SLAM ¢ estritamente dependente de SAP e apresenta como resultado final a producao

de IL-4.

O bloqueio da via de sinalizagdo de SLAM simula os efeitos da deficiéncia de
SLAM e SAP, visto que a cascata de fosforilagdo da proteina tirosina desencadeada através
dessa via, exerce sua agdo somente se SLAM e SAP estiverem disponiveis (LATOUR et
al., 2001). Outros trabalhos demonstraram que células T CD4" de camundongos deficientes
de SLAM apresentam redu¢do da producao de IL-4 e IL-13 e discreto aumento na producao

de IFN-y (DAVIDSON et al., 2004; WANG et al., 2004).

No presente estudo, apos a adi¢do dax -SLAM, foi observada uma tendéncia ao
aumento da producdo de IFN-y, frente a estimulacdo com L. chagasi. Isto sugere que o
bloqueio da via de sinalizagdo SLAM possivelmente iniba a sintese de IL-4, como visto por
Latour e cols. (2001), e de IL-13, como demonstrado por Vilar (2009), e atue indiretamente
aumentando a sintese de IFN-y. Estes achados estdo de acordo com estudos, nos quais
foram demonstrados que CMSP de pacientes com hanseniase virchowiana ou tuberculose
ativa, baixos produtores de IFN-y, quando estimuladas com anigeno de M. leprae ou M.
tuberculosis, respectivamente, nao interferia significativamente na producao de IFN-y
(GARCIA et al., 2001; PASQUINELLI et al., 2004). Deve-se levar em conta que a
amostragem avaliada nos trés trabalhos foi pequena, além disso, outro fator importante, que
deve ser ressaltado, ¢ que em todos os trabalhos, acima referidos, o bloqueio foi realizado

com a-SLAM somente na concentragao de 10pg/mL.

Como referido anteriormente, neste trabalho, o tratamento com rIFN-y induziu
uma resposta Th1, aumentando a secrecao desta citocina. No entanto, ndo se observou uma
acdo sinérgica quando se associou rIFN-y com a-SLAM e L. chagasi. Esse achado deve-se,
possivelmente, ao fato do rIFN-y ter induzido astlaolas a atingirem sua capacidade
maxima de produ¢do de IFN-y (Média: 4833pg/mL), e qualquer tratamento adicional nio
conseguiria mais aumentar essa resposta. Em pacientes com hanseniase virchowiana, a
adicdo de a-SLAM, apos estimulagdo com M. leprae e o tratamento com rIFN-y, resultou

em um acréscimo na producao de IFN-y que atingiu os niveis comparaveis aos obtidos por
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pacientes com hanseniase tuberculdide (GARCIA et al., 2001). Resultados semelhantes
foram encontrados também em estudo utilizando CMSP de pacientes portadores de
tuberculose ativa e classificados como BP (PASQUINELLI et al., 2004). Vale ressaltar que
na metodologia adotada por Garcia e cols. (2001) e Pasquinelli e cols. (2004), no recultivo
nao foi adicionado antigeno, isto pode estar induzindo as células a entrarem em apoptose, o
que justificaria a baixa produ¢do de IFN-y observada nesta condi¢do, enquanto que, no
recultivo com a-SLAM, ocorreu aumento desta citocina, possivelmente pelo efeito do

bloqueio da via de sinalizagdo SLAM em células pré-ativadas.

Com relagdo ao tratamento com rIL-12, associado a a-SLAM, observou-se um
achado intrigante. Era de se esperar um sinergismo entre o bloqueio da via de sinalizagao
SLAM e a rIL-12, no entanto, verificou-se que ocorreu uma redu¢do do efeito da rIL-12,
embora ndo tenha sido estatisticamente significante. Nossos dados ndo corroboram com os
dos estudos realizados em pacientes com hanseniase virchowiana (GARCIA et al., 2001) e
tuberculose ativa (PASQUINELLI et al., 2004). Possivelmente pela mesma razao

mencionada acima relacionada a metodologia.

Na LV, embora o mecanismo das disfungdes imunologicas ndo esteja
completamente esclarecido, admite-se que uma produgdo exacerbada de citocinas que
tenham a capacidade de suprimir a resposta imune celular desempenhe um importante papel
na auséncia da producdo de IFN-y e na sobrevivéncia da Leishmania no macrofago
(ZWINGENBERGER et al., 1990; ATTA et al., 1998). A IL-10 é uma citocina produzida
por macrofago, células Th2 e principalmente por Treg, que contribui para a sobrevivéncia
do parasito nessas células (ASKENASY; KAMINITZ; YARKONI, 2008; GREGORI et al.,
2007; RONCAROLO et al., 2006). Essa citocina suprime a produgdo de IFN-y por células
T CD4+, interferindo na atividade leishmanicida do macréfago (CHATELAIN; VARKILA;
COFFMAN, 1992).

Diversos trabalhos t€ém demonstrado que a IL-10 encontra-se em concentragdes
elevadas em pacientes com LV ativa e que esta citocina ¢ importante na progressdo da
doengca (BACELAR et al., 2000; CALDAS et al., 2005; NYLEN; SACKS, 2007).
Diferentemente do observado na literatura, nosso dados mostraram que a L. chagasi induziu

baixas concetracdes de IL-10. Este resultado possivelmente seja devido ao fato de nossa
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amostragem consistir de individuos sadios, sem contato prévio com Leishmania, sendo
avaliado no momento do primeiro contato com o antigeno, enquanto que os referidos na
literatura sd3o de paciente com a doenca ativa, ou seja, com um periodo mais longo de
estimulacdo pelo parasito. Consistente com isso ¢ o fato de que mesmo em pacientes

curados os niveis de IL-10 persistem (CALDAS et al, 2005).

O bloqueio da via de sinalizagdo SLAM ndo alterou a resposta da IL-10.
Resultados semelhantes ao presente estudo foram observados em experimento com células
dendriticas, ativadas por CD40L, em que a-SLAM ndo interferiu na produgdo de IL-10
(BLEHARSKI et al., 2001). O mesmo foi observado em relagdo ao tratamento com rIL-12
associada ao a-SLAM. A associagdo do tratamento com rIFN-y e a-SLAM causou redugao
significativa de IL-10. Essa inibicdo deve-se, possivelmente, ao efeito do tratamento com
rIFN-y, uma vez que 1@o foi possivel observar uma diferenca estatisticamente significante
entre as condigdes, isolada ou associada ao -SLAM. Esta ndo interferéncia do bloqueio da
via de sinalizacdo SLAM, na produg¢do de IL-10, ¢ uma forte evidéncia de que este efeito ¢
independente de o-SLAM, visto que, seu efeito ¢ eminentemente o de bloqueador de
citocinas da resposta Th2 (LATOUR et al., 2001), enquanto que a IL-10 ¢ uma citocina
também sintetizada por macrofagos e principalmente por células Treg (ASKENASY;

KAMINITZ; YARKONI, 2008; GREGORI et al., 2007, RONCAROLO et al., 2006).

O presente estudo reveste-se de importincia por ser o primeiro a avaliar o papel
da via de sinalizagdo de SLAM na leishmaniose visceral, trazendo novos e relevantes dados
para o enriquecimento da literatura sobre o presente tema que, atualmente, apresenta
numerosas lacunas. Dessa forma, este trabalho fornece subsidios para a realizacao de outros
estudos que possibilitem um maior entendimento dos mecanismos que levam a progressao
da doenga, numa perspectiva de encontrar alternativas terapéuticas e preventivas que sejam
capazes de redirecionar a resposta imunologica dos individuos BP para uma

resposta Thl.
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XI. CONCLUSOES




Em relacdo a sensibilizagdo in vitro de células mononucleares de sangue
periférico de individuos sadios baixos produtores de IFN-y com Leishmania chagasi, pode-

se concluir que:

* O bloqueio da via de sinalizagdo de SLAM, utilizando a-SLAM na concentragao de
10pg/mL, ndo interferiu significativamente na produgdo de IFN-y e IL-10,

independente do tratamento com citocinas proinflamatdrias.

* IL-12 recombinante aumenta de forma significativa a produ¢do de IFN-y, mas ndo

interfere significativamente na produgao de IL-10;

* O tratamento com IFN-y recombinante ¢ capaz de reverter a resposta imune dos

individuos baixos produtores.
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ANEXO 1

TERMO DE APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA PELO COMITE DE

ETICA EM PESQUISA DO COMPLEXO HOSPITALAR DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO CEARA (COMEPE) - Protocolo N°310/2004

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 703/04 Fortaleza, 26 de novembro de 2004
Protocolo COMEPE n° 3:10/04

Pesquisador responsivel: Maria do Livramento Leitédo Vilar

Dept°./Servigo: Hospital Universitario Walter Cantidio/HUWC/UFC

Titulo do Projeto: "Avaliagdo da produgfio de IFN-y e expressio de moléculas
sinalizadoras na ativagdo de linfocitos na Leishmaniose tegumentar americana

(LTA)"

Levamos ao conhecimento de V.S" que o Comité de Etica em Pesquisa e
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceard — COMEPE, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satide — Ministério da Satide, Resolug@o n°196 de 10 de outubro de
1996 e Resolugdo n® 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diario Oficial,
em 16 de outubro de 1996 e 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o
projeto supracitado na reunido do dia 25 de novembro de 2004.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer a enviar
o relatério parcial e final do referido projeto.

Atenciosamente,

wﬂm@m’ ?ﬂm@.

s \

Dra, Mirian Parenic Mo

Courdenadora Adpunta
Je Etica em Pesquiss
L'U\-ihN','HU\\( IUFC

113



ANEXO 1T

FLUXOGRAMA. Para avaliar o efeito do bloqueio da via de SLAM sobre a producao de IFN-y e IL-10, as CMSP na concentragdo de
1,5x10%¢élulas/pogo foram distribuidas em placas de cultura de 48 pocos em volume de 0.3mL/pogo cultivadas a 37°C em atmosfera
umida de CO, a 5%, na presenca ou na auséncia de L. chagasi (1,5x10°promastigotas/pogo), e na presenga ou na auséncia de a-SLAM
(A12, 10pg/mL: eBioscience, San Diego, CA), associado ou ndo ao tratamento de citocinas pro-inflamatorias [(IL-12 recombinante-
concentra¢do final: 500pg/mL; Peprotech, México, DF) ou (IFN-y recombinante-concentracao final: 7.5pg /mL; Chemicon, San Diego,
CA)]. Apo6s 5 dias, os sobrenadantes foram coletados para a analise dos niveis de secre¢do de [FN-y e IL10.
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