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RESUMO

Estudos anteriores mostraram que individuos expostos a Leishmania amazonensis
apresentam resposta diferenciada em relagdo a produgcdao de IFNy. Aqueles com
baixa producao geram uma resposta Th2 e os que apresentam alta producao desta
citocina, desde as primeiras horas de infeccao, uma resposta Th1. Com o objetivo
de avaliar o mecanismo de supresséao induzido por L. amazonensis, foi determinado
o perfil e a cinética da expressao de quimiocinas e receptores de quimiocinas, como
também de citocinas em culturas de células mononucleadas do sangue periférico de
individuos sadios, estimuladas com promastigotas vivas de L. amazonensis. A
analise semiquantitativa da expressdo de RNAm das quimiocinas e seus receptores,
através de RT-PCR, e a quantificacdo das citocinas foi determinada por ELISA, apds
12 horas, 48 horas e 120 horas de infeccdo. Verificaram-se dois padrbes de
resposta em relacdo a secrecao de IFNy. Individuos com producao superior a 145,8
pg/mL foram classificados como alto respondedor (AR) e aqueles com producao
inferior, como baixo respondedor (BR). Observou-se no grupo AR o desenvolvimento
de uma resposta mista, com predominio de Th1. Esta resposta esta associada a
expressdao de quantidades relevantes de MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MCP-
1(CCL2), IP-10 (CXCL10), IL-8 (CXCL8), CCR1, CCR2 e CXCR3 em 12 e 48 horas
de infecgdo. IL-12, IL-13 e IL-10 foram observadas em altas concentragcées. Em
relacdo ao grupo BR, observou-se diminuicdo da expressdao de MIP-1a (CCL3),
RANTES (CCL5), MCP-1(CCL2), I-309 (CCL1), CCR2, CXCR3 e CCR5 durante todo
o periodo avaliado e de IP-10 (CXCL10) nas primeiras 48h de infeccao. IL-10 e IL-13
encontravam-se em elevadas concentracdes desde 12h, tendo um pico de producao
com 48h de infeccdo. Os resultados sugerem que apds 48 horas de exposicao € o
momento em que ha diferenciacdo na expressao das moléculas. IL-10 e IL-13
parecem ter papel relevante na modulacdo da supressdo de INFy induzida nos BR
por L. amazonensis.



ABSTRACT

Previous studies have shown that individuals exposed to Leishmania amazonensis
respond differentially with regard to interferon gamma (IFN)y production. Individuals
who have a low production of IFNy develop a Th2 response, while those who
produce high amounts of this cytokine during the early stages of infection show the
Th1 response. In order to evaluate the mechanism of suppression induced by L.
amazonensis, the profile and kinetics of chemokines and theirs receptors were
determined, as also the cytokines in the cultures of peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) from healthy individuals, stimulated with live promastigotes of L.
amazonensis. A semiquantitative analysis of mMRNA expression for the chemokines
and their receptor was performed by RT-PCR, and the cytokines were quantified by
ELISA, at 12, 48 and 120 hours after infection. The two patterns of IFNy response
were studied. Individuals with a production higher than 145,8 pg/mL were classified
as high responders (HR), and those with lower levels of production were considered
as low responders (LR). Individuals in the HR group developed a mixed response,
with a predominance of Th1, which was associated with the expression of relevant
quantities of MIP-1a, RANTES, MCP-1, IP-10, IL-8, CCR1, CCR2 and CXCRS3, within
12 and 48 hours after infection. IL-12, IL-13 and IL-10 were observed in significant
quantities. In the LR group, the suppression of expression of MIP-1a, RANTES,
MCP-1, 1-309, CCR2, CXCR3 and CCRS5 during the entire period of study, and that of
IP-10 during the first 48 hours of infection, was observed. IL-10 and IL-13 were found
in elevated concentrations from 12 hours of infection onwards, with a peak
production at 48 hours. These results suggest that the pattern of response apparently
is defined around 48 hours of infection. IL-10 and IL-13 appear to exercise a relevant
role in the modulation of suppression of IFNy, induced in the LR group by L.
amazonensis.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Leishmaniose

A Leishmaniose € causada pela infeccdo com parasitas protozoarios
unicelulares do género Leishmania, atingindo humanos e outros vertebrados. O
termo Leishmania foi assim nomeado em referéncia a W. B. Leishman, pesquisador
que demonstrou o parasito corado, em 1901 (OMS,acesso em 26/04/2004).

E uma doenca endémica na maioria dos paises tropicais e subtropicais.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS,acesso em 26/04/2004), esta entre
as seis doencas infecto-parasitarias de maior importancia no mundo, e a segunda
entre as causadas por protozoarios, apés a malaria. Apesar das medidas adotadas
nos programas de controle, a doenca vem aumentando sua incidéncia, nos ultimos
anos, em varias regiées do mundo (OMS, acesso em 26/04/2004).

Estima-se que existem 12 milhdes de pessoas no mundo com
leishmaniose, algumas com manifestagdes clinicas e outras sem sintomas. Cerca de
1,5 a 2 milhées de novos casos ocorrem por ano, destes apenas 600.000 séo
oficialmente notificados (OMS,acesso em 26/04/2004).

A distribuicdo geografica da leishmaniose é limitada pela espécie de
fleb6tomo, sensibilidade do inseto ao clima frio, afinidade em se alimentar de sangue
humano ou de animais e por sua capacidade de manter o desenvolvimento interno
de espécies especificas de Leishmanias (OMS, acesso em 26/04/2004).

Segundo a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS, acesso em
26/04/2004 ), os Estados brasileiros com maior indice de casos de leishmaniose séo:
Ceara, Maranhao, Para, Bahia, Rondénia, Minas Gerais e Amazonas, sendo
endémica em 24 estados, com poucos casos no Rio Grande do Sul e Santa
Catarina.

No Brasil, nas lesbes cutdaneas do homem, foram isoladas espécies
pertencentes ao subgénero Viannia: L. braziliensis, L. guyanensis, L.lainsoni, L.
naiffi, L. shawi, L. lindenbergi e a espécie L. amazonensis, pertencente ao
subgénero Leishmania (SILVEIRA e cols., 2004).



A leishmaniose ¢é transmitida por diversas espécies de flebétomos
(Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) dos géneros Lutzomyia e Psychodopygus. O
inseto vetor é infectado com uma das espécies do protozoario flagelado pertencente
ao género Leishmania. O ciclo evolutivo e a transmissédo da Leishmania ocorrem em
flebotomineos e em hospedeiros vertebrados.

Cerca de 30 espécies de flebétomos podem ser infectados ao se
alimentarem com o sangue de um hospedeiro reservatério infectado. Os
hospedeiros sdo animais silvestres, tais como roedores, e animais domésticos, tais
como cées e, possivelmente, gatos (SIMOES-MATTOS e cols., 2004; SIMOES-
MATTOS e cols., 2004 In press). A maioria das leishmanioses é zoonética
(transmitidas de animais para humanos), as pessoas se infectam somente quando
se expdem acidentalmente ao ciclo de transmissao natural. Entretanto, nas formas
antropondticas (transmitidas entre humanos através do inseto vetor), os humanos
sdo 0 Uunico reservatorio hospedeiro (GRIMALDI e cols.,1991; GRIMALDI;
McMAHAN-PRATT, 1991).

A infeccdo ocorre quando a fémea do flebétomo pica o hospedeiro
vertebrado e ingere, junto com o sangue, macrofagos parasitados pelas formas
amastigotas de Leishmania, que sao liberados no tubo digestivo do inseto. Apéds
divisdo binaria, as amastigotas se transformam rapidamente em promastigotas,
multiplicando-se no intestino do inseto. Ao picar outro animal susceptivel, ha
inoculacdo das formas promastigotas, que sado englobadas por macréfagos do
hospedeiro. Nessas células, os parasitos se transformam em formas amastigotas,
que se multiplicam por fissdo binaria dentro dos vacuolos parasitéforos. A célula
infectada multiplica-se, dividindo seus parasitos entre as células filhas, ou se rompe
liberando as amastigotas, que sao fagocitadas por outros macréfagos, multiplicando-
se mais uma vez. Havendo outro repasto, novo flebotomineo ingere macréfagos
infectados, e o ciclo recomeca (MOLYNEUX e cols., 1987;PEARSON; SOUSA,
1996).

A leishmaniose compreende um amplo espectro de sindromes clinicas
que, dependendo da espécie do parasita, da viruléncia, da quantidade de parasita e
da resposta imune do hospedeiro, pode ter resultados varidveis. As sindromes
clinicas incluem lesbes cutdneas simples que podem ou nao ter cura espontanea,

casos mais graves associados com disseminacdo para outros locais da pele ou



mucosa, como também visceralizacdo dos parasitas levando a infeccdo que pode
ser fatal se nao tratada apropriadamente (AFONSO; SCOTT, 1993; JI e cols. 2002).
Nas Américas é denominada como leishmaniose tegumentar americana
(LTA) e ocorre desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina.
A LTA manifesta-se sob quatro formas: 1) leishmaniose cutanea localizada
(LCL); 2) leishmaniose cutaneo-mucosa (LCM); 3) Leishmaniose cutanea
disseminada (LD); 4) leishmaniose cutanea difusa (LCD).

1.1.1 Leishmaniose cutinea localizada (LCL):

E a forma mais comum, causa lesdes na pele, podendo apresentar cura
espontaneamente em poucos meses, ou pode ter curso longo e deixar cicatrizes
desfigurantes (PEARSON e cols., 1999 e 2000). Trata-se de uma doenca endémica
amplamente difundida em varias areas do globo terrestre. A leishmaniose cutanea é
provocada por varias espécies de Leishmania, adquirindo aspectos peculiares de
acordo com o agente. A leishmaniose cutanea americana apresenta como agentes
causadores: L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamensis, L. (V.)guyanensis, L. (V.)
amazonensis (PEARSON e cols.,2000; MELBY, 2002; SILVEIRA e cols., 2004).
Ocasionalmente, L. (L.) chagasi causa leishmaniose cutanea simples (OLIVEIRA
NETO e cols., 1986).

Pode se apresentar como lesao unica ou multipla, ulceradas, com bordas
elevadas e necrose central nas areas mais expostas do corpo (face, pescoco,
membros). Em geral L.(V.) brasiliensis causa lesdes exudativas, grandes, tém fundo
granuloso com bordas bem delimitadas e progridem rapidamente. Os pacientes
apresentam sintomas sistémicos como mal-estar, anorexia, perda de peso, e febre
de baixa intensidade (PEARSON; SOUSA, 1996; PEARSON e cols., 1999, 2000).
1.1.2 Leishmaniose cutdneo-mucosa (LCM):

Forma de leishmaniose causada principalmente pela L. braziliensis,
encontrada na América Central e parte da América do Sul. (PEARSON;
SOUSA,1996). A doenca se manifesta com Ulceras na pele que se expandem,
causando destruicdo macica no tecido, especialmente no nariz e boca (BARRAL-
NETTO e cols.,1997; PEARSON e cols.,2000).

1.1.3 Leishmaniose cutdnea disseminada (LD):

Trata-se de uma condigao rara (encontrada em 1% dos pacientes com
leishmaniose cutanea), diferindo da leishmaniose cutédnea difusa (anérgica) e da



leishmaniose cutdnea americana classica (COSTA e cols., 1986; CARVALHO e
cols., 1994; VIEIRA e cols.,2002). Caracteriza-se pela presenca de multiplas
(podendo atingir 200 a 400 lesdes) lesdes ulceradas ou ndo em varias partes do
corpo. Apesar do grande numero de lesdes, o paciente com LD responde melhor e
mais rapido ao tratamento que paciente com LCL. (VIEIRA e cols.,2002). Leishmania
amazonensis e Leishmania braziliensis sdo 0s agentes causadores nos poucos
pacientes que ja apresentaram a doenca, sendo que a maioria dos pacientes
examinados por Carvalho e cols. (1994) foram infectados por L. amazonensis.

1.1.4 Leishmaniose cutaneo-difusa (LCD):

Causada pelas espécies de Leishmania pertencentes ao complexo
“‘mexicana”. No Brasil, 0 agente etioldgico € a L. amazonensis e, na Venezuela, a L.
pifanoi (CARVALHO e cols.,1994). A doenca comeca como lesdes nodulares
localizadas ou em placas infiltradas que, aos poucos, disseminam-se pelo corpo,
findando em nd6dulos isolados ou agrupados, maculas, papulas, placas infiltradas ou
até lesdes verrucosas (COSTA e cols., 1995; BARRAL-NETTO e cols.,1997;
BOMFIM e cols., 1996). Apresenta ainda uma anergia da resposta imune mediada
por células (Intradermorreacao de Montenegro negativa). Tem um curso lento, nao
tem cura e os pacientes podem apresentar remissdes das lesées (PEARSON e
cols., 2000).

1.2 Espécies de Leishmania de Maior Ocorréncia no Brasil

Leishmania braziliensis:

A Leishmania (Viannia) braziliensis esta distribuida em todo o territorio
nacional, sendo endémica em varios paises da América Central e América do Sul, e
considerada a mais freqlente espécie causadora da leishmaniose cutanea no Brasil.
Antes do surgimento da lesdo na pele, as pessoas infectadas podem apresentar
linfoadenopatia regional, febre, e nado muito freqliente hepatoesplenomegalia.
Também pode causar leishmaniose mucosa nas pessoas ja infectadas,
manisfestando-se por lesées na mucosa nasal, boca, faringe ou laringe, meses ou
anos apos a cura das lesoes primarias (PEARSON; SOUSA,1996).



Leishmania (L) amazonensis:

A Leishmania (L) amazonensis pertence ao complexo Leishmania
mexicana, pode causar varias manifestagdes clinicas, variando de lesdes cutaneas
simples ou mdltiplas, nédulos deformantes e até comprometimento visceral. E o
agente etiolégico mais comum da leishmaniose cutanea difusa anérgica no Brasil,
condicdo que esta associada com diminuicao da resposta imune celular especifica
(BARRAL e cols., 1986; JI e cols. 2002). Tem distribuicdo ampla, principalmente nas
florestas tropicais da regidao amazénica. Ocorre no Brasil, Bolivia, Colémbia,
Equador, Venezuela, Guiana Francesa e Suriname. No Brasil, tem sido encontrada
também nas regides Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (PEARSON e cols.,2000).

1.3 A Resposta Imune

A diferenciagcédo das células T CD4+ em células T auxiliares (Th)1 e Th2
baseia-se no perfil de citocinas obtido apds estimulacdo antigénica. Em geral, as
células Th1, produtoras de interferon (IFN)-y e interleucina (IL)-2 estao associadas a
resposta imune celular (ativacdo de macréfagos e hipersensibilidade retardada),
enquanto que as células Th2, produtoras de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, estdo
associadas com a imunidade humoral.

A imunidade aos microrganismos esta associada com o desenvolvimento
predominante de Th1 ou Th2, sendo que esta predominancia é que vai determinar o
curso da infeccdo. Diversas abordagens tém sido utilizadas na tentativa de
encontrar uma vacina contra leishmaniose, entretanto, até o momento, ndo se
dispbe de uma vacina eficaz. Assim, a compreensdo dos mecanismos pelos quais
as células Th1 ou Th2 naturalmente se desenvolvem tornou-se importante na
elaboracao das vacinas e terapias para as doencas infecciosas e ndo-infecciosas.

Apbs o processo de infeccdo instalado, para que a resposta imune
adaptativa ocorra, é necessario que o hospedeiro seja alertado da presenca do
microrganismo estranho. Na maioria das vezes, esta reacao pode ser acompanhada
pelos componentes da resposta imune inata (complemento, células natural killer
(NK) e macréfagos) (SCHARTON-KERSTEN; SCOTT, 1995).



1.3.1 Citocinas e as Respostas Th1 e Th2

Citocinas sao pequenas proteinas secretoras que regulam a imunidade,
inflamacéao e hematopoiese. Sao produzidas durante as fases de ativacao e efetora
da imunidade inata e da imunidade especifica servindo para mediar e regular as
respostas imunes e inflamatérias (ABBAS e cols., 2000). Atuam através de
receptores de superficie e geralmente induzem alteragcdes na expressdo génica
dentro da célula-alvo. Em geral, tém acéao localizada, por um curto periodo, € em
concentragdes muito baixas.

Pressupde-se que as citocinas precedem a expressao das quimiocinas, ou
pelo menos estas retém as quimiocinas nos linfonodos durante a infeccdo (ZAPH;
SCOTT, 20083).

As citocinas presentes durante a estimulacdo antigénica tém sido um fator
dominante na diferenciagdo das células T CD4+ in vitro e in vivo (SCHARTON-
KERSTEN; SCOTT, 1995). Sao produzidas predominantemente pelas células T
auxiliares (Th) e macréfagos, embora sejam também produzidas por endotélio,
epitélio, fibroblasto e demais leucécitos (ABBAS e cols., 2000).

O indicio de que a diferenciacao Th1/Th2 explica a susceptibilidade e a
resisténcia na leishmaniose veio a partir da infeccdo de camundongos com
Leishmania major, estabelecendo um modelo murino para definicdo de fatores que
contribuem para o desenvolvimento de células T CD4+ in vivo (SYPEK e cols., 1993;
KEMP, 1997; Jl e cols. 2002).

Como na espécie humana, a leishmaniose cutdnea murina pode também
ter resultados distintos, dependendo da linhagem de camundongo e da espécie do
parasita. No modelo murino da leihmaniose cutanea, os animais podem ser
classificados como resistentes ou susceptiveis a doenga de acordo com o curso da
doencga.

Algumas linhagens de camundongos apresentam resisténcia a infeccao e
desenvolvem uma lesdo pequena que, apés um determinado periodo de tempo,
cura, deixando poucos ou nenhum parasita no local da infecgdo. Outras linhagens
murinas sdo muito susceptiveis, apresentam progressivo crescimento das lesdes,
levando-as eventualmente a morte devido a disseminagcédo generalizada (AFONSO;
SCOTT, 1993; CHAN, 1993; JI e cols. 2002).



As linhagens de camundongos C57BL/6 e C3H sao geneticamente
resistentes a infeccdo por Leishmania e capazes de apresentar uma resposta
preferencialmente Th1. As células Th1 sdo produtoras de IFN-y e IL-12 e estao
geralmente associadas com resposta imune celular incluindo ativagdo do macréfago
e hipersensibilidade retardada. Camundongo BALB/c, por outro lado, é uma
linhagem altamente susceptivel a infeccédo, apresentando uma forte resposta Th2 e
desenvolvendo lesdes cronicas que imitam as lesdes apresentadas por pacientes
com leishmaniose cuténea difusa. As células Th2 produzem IL-4, II-5, IL-10 e IL-13,
e estdo associadas com imunidade humoral, em particular resposta imune mediada
por IgE. Camundongos BALB/c sdo mais susceptiveis a L. amazonensis e L.
mexicana do que qualquer outra linhagem de camundongo, e tém sido utilizados em
estudos sobre a producao inicial de citocina e quimiocina no desenvolvimento da
infeccdo (SCHARTON-KERSTEN; SCOTT, 1995; MATTHEWS e cols., 2000;
BOURREAU e cols., 2001 b; JI e cols. 2002).

Embora sejam esperadas respostas preferencialmente Th1 ou Th2, muitas
vezes observa-se que algumas respostas podem envolver uma mistura dos dois
tipos de células, especialmente em casos onde a resposta ndao é forte nem
prolongada. Tanto fatores genéticos como ambientais atuam juntos na diferenciacao
Th1 ou Th2. (MOSMANN; COFFMAN, 1989; SCOTT, 1991; ROMAGNANI, 2000)

Células NK, da resposta inata, sdo importantes no periodo inicial, pois
secretam IFN-y, que tem papel relevante na diferenciacao de células Th1, e também
estimula a producdo de proteina quimiotatica de mondcito (MCP-1/CCL2) pelos
macréfagos, células dendriticas e pela prépria célula NK (RITTER; KORNER, 2002).
A producdo de IFN-y, nos primeiros dias de infeccdo, é essencial para a
diferenciacdo de linfécitos ThO em Th1 e para inibir diferenciagdo em Th2
(MOSMANN e COFFMAN, 1989). O IFN-y, por sua vez, induz a producgao de IL-12
pelas células apresentadoras de antigenos (CAA) — Células dendriticas, macréfagos,
mondcitos, linfécitos B e por polimorfonucleados. A producao de IL-12 também pode
ser desencadeada pela fagocitose do parasito, de produtos bacterianos ou por
componentes da matriz extracelular (SUTERRWALA e cols., 1999) e amplificada
pelo IFN-y.

Portanto, a resposta imune tipo Th1 caracteriza-se pela secrecédo de IFN-y
e fator de necrose tumoral (TNF)-a (SCOTT, 1989; SCOTT, 1991; REINER,;



LOCKSLEY, 1995). IFN-y leva a ativagdo de mecanismos microbicidas do
macréfago, através da sintese de o6xido nitrico (MURRAY e cols., 1983; LIEW e
cols., 1990 a), de radicais livres derivados do oxigénio e de enzimas lisossomiais. O
TNF-a parece estar envolvido na inducao da ativacdo de macréfagos, em sinergismo
com IFN-y e estimulando-o a produzir 6xido nitrico (LIEW e cols., 1990 b; GREEN e
cols., 1990; THEODOS e cols., 1991). Além disso, o TNF-a participa da modulacao
da resposta inflamatéria, induzindo apoptose de células T no local da infeccao.

O fendtipo Th2 é caracterizado pela alta producao de IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
IL-10, IL-13 e fator transformador do crescimento (TGF)-f (SCHARTON-KERSTEN;
SCOTT, 1995; ROMAGNANI, 2000; JI e cols., 2002), embora as condi¢cées que o
desencadeiam ainda nao estejam bem definidas. Himmelrich e cols. (1998),
observaram um aumento de RNA-m de IL-4 apés 16 horas de infeccdo em
linfonodos drenantes de animais susceptiveis, e que retornavam aos niveis basais
apds 48 horas, voltando a elevar-se a partir do 5° dia de infec¢do, permanecendo
alto no decorrer da doenca. Nas primeiras horas de infecg¢ao, varias células podem
participar da producdo de IL-4, como os neutréfilos e células T CD4+ NK1+
(BRANDT e cols.,2000; NOBEM-TRAUTH e cols., 2000; ROMAGNANI, 2000),
modulando a resposta para diferenciagéo tipo Th2.

A possibilidade de detectar a ocorréncia de resposta tipo Th1 ou Th2 em
condicées normais ou patolégicas esta limitada a alguns problemas metodoldgicos.
A maioria das citocinas € produzida pelas células T em pequenas quantidades e
algumas delas nédo sao liberadas no microambiente, mas transmitidas diretamente
de uma célula a outra. Devido a dificuldade de medir ou detectar a maioria das
citocinas espontaneamente secretadas em fluidos bioldégicos ou nos sobrenadantes
de suspensdes celulares, tem-se utilizado os marcadores de superficie que mostram
expressao preferencial para células Th1 ou Th2. Sabe-se que as moléculas mais
associadas tanto in vivo quanto in vitro para Th1 sdo CCR5 e CCR7 e para TH2 sao
CCR3, CCR4 e CCR8 (BONECCHI e cols.,1998; SALLUSTO e cols., 1998 a e b;
RANDOLPH e cols.,1999). Estas moléculas sdo os receptores de quimiocinas e

representam um papel importante na diferenciacdo Th1 ou Th2.



1.3.2 Quimiocinas e as Respostas Th1 e Th2

A secrecdo de quimiocinas tem sido detectada em varias doencas,
auxiliando as células da resposta imune inata e especifica a controlarem a
proliferacao de patdégenos, atuando no controle de infecgdes.

As quimiocinas sdo pequenas proteinas, com tamanho aproximado de 8 a
14 kDA, fazem parte da grande familia das citocinas, e sdo produzidas pelas células
em resposta a lesdao tecidual ou a infeccao (SCAPINI e cols.,2000; RITTER;
KORNER, 2002). Algumas quimiocinas sao importantes no controle dos processos
inflamatérios, enquanto outras estdo envolvidas no trafico de leucdcitos entre os
orgaos linféides primarios e secundarios (NELSON; KRENSKY, 2001).

Estruturalmente, a familia das quimiocinas é caracterizada pela presenca
de quatro residuos de cisteina na porcdo amino terminal (NH,) da molécula, ligados
por pontes de sulfeto, e subdivididas em quatro familias, de acordo com o arranjo
das primeiras cisteinas na sequiéncia de aminoécidos: C, CC, CXC e CX3C. Quando
as duas primeiras cisteinas sdo adjacentes uma da outra, elas sao classificadas na
familia CC. A familia CXC possui um aminodcido entre as duas cisteinas iniciais. A
familia C é constituida por apenas um par de cisteina, e a familia CX3C contém trés
aminoacidos entre as duas primeiras cisteinas (CHRISTOPHERSON II; HROMAS,
2001; RITTER; KORNER, 2002).

Até o momento, foram identificadas cerca de 44 quimiocinas nos seres
humanos (MURPHY e cols., 2000; ROSSI; ZLOTNIK, 2000; NELSON; KRENSKY,
2001) (Tabelas 1,2,3,4). Dependendo da funcao patofisioldgica, é possivel distinguir
entre quimiocinas inflamatérias e homeostaticas. As primeiras sdo produzidas na
maioria dos tecidos sob condi¢cdes patoldgicas, sendo estimuladas por citocinas e
toxinas bacterianas, enquanto que as Ultimas sao expressas “constitutivamente”
(MURPHY e cols., 2000; ZLOTINIK; YOSHIE, 2000; NELSON; KRENSKY, 2001).

Todas as quimiocinas exercem sua funcao biol6gica através de receptores
presentes nas superficies das células alvos, que atravessam sete vezes a
membrana celular, com a por¢ao intracelular acoplada a proteina G (MURDOCH,;
FINN, 2000; ZLOTINIK; YOSHIE, 2000; NELSON; KRENSKY, 2001). Os receptores
de quimiocinas também formam duas subfamilias: CXCRs e CCRs. Foram

identificados cerca de 16 receptores (Tabelas 2 e 4).



Constatou-se que ha redundancia e multiplicidade nas ligacdes entre as
qguimiocinas e os receptores, devido ao envolvimento de interacdes de alta afinidade.
Desse modo, uma Unica quimiocina pode se ligar a varios receptores, enquanto que
um unico receptor pode sinalizar para varias quimiocinas. Para Albert Zlotnik e
Osamu Yoshie (2000), esta € uma caracteristica interessante das quimiocinas, pois
reflete sua capacidade em regular diferentes subpopulagdes de leucdcitos,
especialmente em relacdo as respostas inflamatérias agudas ou cronicas. Ainda
segundo esses autores, a redundancia nao é uma regra na familia das quimiocinas,
pois algumas exibem alta especificidade quanto ao tecido e ao receptor.

Os receptores de quimiocinas sado expressos por diferentes tipos de
leucécitos, sendo que alguns receptores restringem-se a um determinado tipo de
célula. Por exemplo, CXCR1 ¢é predominantemente expresso por neutréfilos,
enquanto que outros receptores sdo expressos por mais de um tipo de célula. CCR2
pode ser expresso por mondcitos, células T, células NK, células dendriticas e
basoéfilos. Além disso, os receptores de quimiocinas sao constitutivamente expressos
em algumas células, enquanto em outras sao induzidos, como € o caso de CCR1 e
CCR2, que sao expressos constitutivamente por mondcitos e, quando estimulados
por IL-2, sdo expressos em linfocitos (ROLLINS, 1997).

Ha evidéncias de que as quimiocinas podem influenciar a diferenciacao da
célula T. Muitas quimiocinas atuam como agentes proinflamatérios, freqliientemente
associadas com a expressao de citocinas tipo Th1 (IFNy, IL-2, IL-12) e ativacdo de
macréfagos. Entretanto, algumas quimiocinas sao especificamente induzidas por
citocinas tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) em mondcitos ou outras células. Assim, a
producdo de algumas quimiocinas est4d associada com respostas Thi
(proinflamatérias), e outras estdo associadas com respostas Th2, ficando a
expressao do fenotipo dependente da natureza do desenvolvimento das respostas
imunes. Embora ainda ndo se tenha uma definicdo sobre quais quimiocinas estao
associadas as respostas Th1 e Th2, a associacdo dos receptores de quimiocinas
aos fenétipos Th1 e Th2 ja esta bem definida. CCR1, CCR2, CCR5, CXCR3 levam a
uma resposta Th1, enquanto CCR3, CCR4, CCR10, CXCR1, CXCR2 levam a uma
resposta TH2 (MURPHY e cols., 2000; ROSSI; ZLOTNIK; YOSHIE, 2000; WONG;
FISH, 2003).



Cogita-se que as células Th1 produzam mais quimiocinas que as células
Th2, e que a producédo de algumas quimiocinas seja induzida pelas citocinas Th2
(IL-4 ou IL-10) (ROSSI; ZLOTNIK, 2000), sugerindo-se que as quimiocinas devem
ter mais influéncia sobre o controle das respostas Th1/Th2 do que normalmente se
conhece. Atualmente, o estudo das quimiocinas abrange aplicagdes amplas em
varias areas. O fato de seus receptores estarem acoplados a proteina G favorece-os
a desempenhar papel importante como moléculas inibidoras com forte potencial
terapéutico (ZLOTNIK; YOSHIE, 2000).

Estudos publicados na ultima década tém mostrado a participacdo das
quimiocinas no sistema de trafego celular, visto que a sintese desses mediadores
inflamatérios € um mecanismo fundamental para o processo dinamico do
recrutamento de leucécitos até o local da inflamagéao. A funcao das quimiocinas nao
estd restrita a quimiotaxia, pois estdo envolvidas na maturacdo de células
dendriticas, ativagcdo de macréfagos, degranulacdo dos neutréfilos, sintese de
anticorpos e ativacdo da célula T. Esta afirmagado contribui para o fato de que as
quimiocinas influenciam tanto na imunidade inata quanto na adaptativa (WONG;
FISH, 2003).

A sensibilizag&o in vitro parece ser um meétodo alternativo importante para o
estudo das interacdes iniciais na infeccdo humana por Leishmania. No entanto,
ainda nado foi demonstrado se ela reproduz a resposta imune observada na
sensibilizagdo humana in vivo.

Como nao é possivel estudar os eventos iniciais da leishmaniose humana,
devido a restricbes éticas, sistemas in vitro, que reproduzem estes momentos,
podem contribuir para compreender a patogénese da doenca humana e orientar
estratégias para elaboracdo de vacinas, além de importantes informacdes para
elucidacdo do vasto espectro de resposta imune observada na leishmaniose

humana.

TABELA 1 — Quimiocinas da familia C, seus receptores e células que expressam o

receptor.
Antiga Nova Receptor | Células que expressam o receptor
nomenclatura nomenclatura
Linfotactina/ATAC | XCL1 XCR1 CélulaT
SCM-18 XCL2 XCR1 Célula T

Fonte: NELSON; KRENSKY, 2001; ZLOTNIK; YOSHIE, 2000



TABELA 2 — Quimiocinas da familia CXC, seus receptores e células que expressam

0 receptor.
Antiga Nova Receptor Células que expressam o receptor
nomenclatura nomenclatura
GROo/MGSA-a CXCLA1 CXCR2 Neutréfilo, mondcito,eosindfilo,
endotélio
GROB/MGSA-B CXCL2 CXCR2 Neutréfilo, monécito,eosindfilo,
endotélio
GROY/MGSA-y CXCL3 CXCR2 Neutréfilo, mondcito,eosindfilo,
endotélio
PF4 CXCL4 desconheci
do
ENA-78 CXCL5 CXCR2 Neutréfilo, mondcito,eosindfilo,
endotélio
GCP-2 CXCL6 CXCR1 Neutréfilo, monécito,astrécito,
CXCR2 endotélio
NAP-2 CXCL7 CXCR2 Neutréfilo, mondcito,eosindfilo,
endotélio
IL-8 CXCL8 CXCR1 Neutréfilo, monécito,eosindfilo,
CXCR2 endotélio
Mig CXCL9 CXCR3 Célula T Tht, célula B, célula
mesangial, célula muasculo liso
IP-10 CXCL10 CXCRS3 Célula T Tht, célula B, célula
mesangial, célula musculo liso
I-TAC CXCL11 CXCR3 Célula T Tht, célula B, célula
mesangial, célula muasculo liso
SDF-10/B CXCL12 CXCR4 Célula T, célula dencritica (imatura,
madura), mondécito, célula B,
neutréfilo, plaquetas, astrocito
BLC/BCA-1 CXCL13 CXCR5 Célula T, células B, astrécito
BRACK//bolekine | CXCL14 Desconheci
do

Fonte: NELSON; KRENSKY, 2001; ZLOTNIK; YOSHIE, 2000

TABELA 3 — Quimiocinas da familia CX3, seus receptores e células que expressam

0 receptor.
Antiga Nova Receptor | Células que expressam o receptor
nomenclatura nomenclatura
Fractalquina CX3CL1 CX3CRH1 Mondcito, macrofago, célula natural
killer

Fonte: NELSON; KRENSKY, 2001; ZLOTNIK; YOSHIE, 2000



TABELA 4 — Quimiocinas da familia CC, seus receptores e células que expressam o

receptor.
Antiga nomenclatura Nova Receptor Células que expressam o receptor
nomenclatura
I-309 CCLA1 CCRS8 Monécito, célula B, célula T, timdcito
MCP-1 CCL2 CCR2 Monécito, célula dendritica (imatura),
baséfilo, célula T, célula natural killer,
célula endotelial, fibroblasto
MIP-1a CCL3 CCR1 Mondcito, célula dendritica (imatura),
CCR5 célula T, neutréfilo, esindfilo, célula
mesangial, plaquetas
MIP-113 CCL4 CCR5 Célula T Th1, célula dendritica (imatura,
madura), mondcito, célula natural killer,
timocito
RANTES CCL5 CCR1 Célula T Th1, célula dendritica (imatura,
CCR3 madura), mondcito, célula natural Killer,
CCR5 timocito
MCP-3 CCL7 CCR1 Eosindfilo, monécito, célula dendritica,
CCR2 célula T , macréfago, célula B
CCR3
MCP-2 CCL8 CCR3 Eosinoéfilo, baséfilo, célula T Th2, célula
dendritica, plaquetas
Eotaxina CCL11 CCR3 Eosindfilo, baséfilo, célula T Th2, célula
dendritica, plaquetas
MCP-4 CCL13 CCR2 Célula B, monécito, macrofago, célula
CCR3 dendritica, eosindfilo,célula B, célula
Th2
HCC-1 CCL14 CCR1 Mondcito, célula dendritica (imatura),
célula T, neutrdfilo, eosindfilo, célula
mesangial, plaquetas
HCC-2/Lkn-1/MIP-15 CCL15 CCR1 Eosinofilo, monécito, macrofago, célula
CCR3 dendritica, célula T Th2
HCC-4/LEC CCL16 CCR1 Eosindfilo, mondcito, macréfago, célula
dendritica
TARC CCL17 CCR4 Célula dendritica (imatura), célula T
Th2, célula natural killer, timocito
DC-CK1/PARC CCL18 Desconhe-
cido
MIP-3B/ELC/Exodus-3 CCL19 CCR7 Célula dendritica (madura), célula T,
célula B, célula natural killer, timocito
MIP-3a/LARC/Exodus-1 CCL20 CCRe6 Célula dendritica (imatura), célula T,
célula B
6Ckine/SLC/Exodus-2 CCL21 CCR7 Célula dendritica (madura), célula T,
célula B, célula natural killer, timécito
MDC CCL22 CCR4 Célula dendritica (imatura), célula T
Th2, célula natural Killer, timécito
MPIF-1 CCL23 CCR1 Mondcito, célula dendritica (imatura),
célula T, neutrdfilo, eosindfilo, célula
mesangial, plaquetas
MPIF-2/Eotaxina-2 CCL24 CCR3 Eosindfilo, baséfilo, célula T Th2, célula
dendritica, plaquetas
TECK CCL25 CCR9 Célula T, timécito
Eotaxina-3 CCL26 CCR3 Eosindfilo, baséfilo, célula T Th2, célula
dendritica, plaquetas
CTACKI/ILC CCL27 CCR10 Célula T, melandcito, fibroblasto,
células de Langerhans

Fonte: NELSON; KRENSKY, 2001; ZLOTNIK; YOSHIE, 2000



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Avaliar o papel de citocinas, quimiocinas e receptores de quimiocinas
no mecanismo de supressdao da producdo de IFNy de células
mononucleadas do sangue periférico de individuos sadios estimuladas

por Leishmania amazonensis, na infeccado humana in vitro.

2.2 Especificos

e Avaliar o perfil e a cinética da expressao de quimiocinas e receptores
de quimiocinas pelas CMSP de individuos sadios estimuladas in vitro
com Leishmania amazonensis, que respondem com alta ou baixa

concentracao de IFNy;

e Avaliar a o perfil e a cinética de citocinas pelas CMSP de individuos
sadios estimuladas in vitro com Leishmania amazonensis, que

respondem com alta ou baixa concentracéo de IFNy.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultura do Parasito e Preparo do Antigeno

Foi  utilizado  Leishmania  amazonensis,  (MHOM/BR/88/Bai125),
caracterizada por isoenzimas e anticorpos monoclonais (ALMEIDA, 2003).

Para estimulagao in vitro das células mononucleadas do sangue periférico
(CMSP) foram utilizadas promastigotas vivas de fase estacionaria de crescimento,
cultivadas em meio Schneider (Sigma Aldrich, St. Louis, MO), suplementado com 5%
de soro bovino fetal (SBF) (Gibco BRL), 2% de urina estérii e 50 pug/mL de
Gentamicina (Gibco BRL).

As promastigotas estacionarias foram lavadas trés vezes com salina estéril
gelada, centrifugadas a 3.000 rpm, por 15 minutos a 4°C e ressuspendidas em meio
RPMI-1640 (Sigma Aldrich) na concentracdo de 5 x 10%mL. A viabilidade da

Leishmania amazonensis era analisada pela motilidade.

3.2 Isolamento das Células Mononucleadas do Sangue Periférico (CMSP)

As células mononucleadas foram obtidas a partir do creme leucocitario de
14 individuos sadios, cedidos pelo Centro de Hemoterapia e Hematologia do Ceara
(HEMOCE). Foram incluidos somente creme leucocitario de individuos que
apresentaram sorologia negativa para doenca de Chagas e HIV, além de
linfoproliferagdo negativa quando estimulados com antigenos de Leishmania.

As CMSP foram separadas por centrifugacdo em gradiente de Ficoll-
Hypaque (Sigma Aldrich) a 1.500 rpm por 30 minutos a 21°C. A camada de células
mononucleadas foi coletada, lavada trés vezes em salina estéril, ressuspensa em 5
mL de meio RPMI-1640 (Sigma Aldrich) suplementado com 10mM de HEPES
(Sigma Aldrich), 50 pg/mL de gentamicina (Gibco BRL), 100 U/mL de penicilina
(Sigma Aldrich), 200 pg/mL de estreptomicina (Sigma Aldrich), 2mM de glutamina
(Sigma Aldrich) e 10 % de soro AB humano inativado. Apds contagem das células e
ajuste da concentracdo, elas foram semeadas em placa de 24 pocgos



(Nunc,Roskilde, Denamark). Cada pogo continha 5x16° células em 1 mL, cultivadas
por 5 dias, com ou sem promastigotas de Leishmania amazonensis, a 37°C em

atmosfera umida com 5% de CO»e 95% de ar.

3.3 Ensaio de Linfoproliferacao

A estimulacao foi feita com células mononucleadas do sangue periférico
(CMSP), cultivadas em triplicatas e estimuladas com promastigotas vivas na
concentragdo de 2 x 10%/mL, ou com 20 ug/mL de Concanavalina A (Sigma Aldrich),
ou sem estimulo, em placa de 96 pocos com fundo chato (Costar Corning Inc.
Actom.MA). As células foram cultivadas por 5 dias em incubadora umida (5% CO»,,
37°C). No quinto dia de cultivo, foi adicionado 0,2 uCi de Timidina-H%/poco e
incubada por um pernoite. Posteriormente, as células foram coletadas com Cell
Harvester (Cambridge Technology INC) e, apés secagem, os discos de filtro foram
removidos, transferidos para tubos e adicionado o fluido cintilante. A leitura foi
realizada no contador de cintilacéo liquida Beckmann LS 6000.

Foram considerados positivos resultados com indice de proliferagéo = 5.

3.4 Coleta das Amostras

Apos o cultivo, os sobrenadantes das culturas foram coletados nos tempos
12 horas, 48 horas e 120 horas em tubos eppendorff e centrifugados em
microcentrifuga, a 6.000 rpm por 1 minuto. Em seguida, foram separados,
distribuidos em aliquotas e mantidos a —70°C para posterior determinacdo de
citocinas.

Nos sedimentos das células, foram adicionados 200 pL de TRIZOL
(GIBCO BRL), os tubos foram vortexados e mantidos a —70°C para analise das

quimiocinas.



3.5 Extracao de RNAm e Sintese de cDNA

O RNA total foi extraido da cultura de células utilizando TRIZOL (GIBCO
BRL), de acordo com as instrucdes do fabricante. Resumidamente, apds a obtencao
do sobrenadante, o RNAm com isopropanol foi lavado com etanol 70% e apds um
pernoite, lavado com etanol 100%, a seguir solubilizado em agua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC). A pureza e a quantificacdo do RNA foram medidas a
Axso € Azgp no aparelho Thermo Spectronic (BIONATE 3), sendo as amostras
estocadas a — 70°C. Para a sintese de cDNA foram utilizados 2 ug do RNA,
volume total de 23 pL,contendo 1 pyL de Oligo (dT) primer (PROMEGA) na
concentracago 50 mM, 5 pyL do tampado (MMLV-PROMEGA), 200 U/uL de
transcriptase reversa (PROMEGA) e 5 uL de deoxinucleotideo-trifosfato (ANTP) (2,5
mM- Invitrogen Life Technologies, Sdo Paulo, SP), e a solucéo foi incubada a 4°C
por 60 minutos, depois foram adicionados 175 uL de agua Milli-Q e as amostras
estocadas a — 20°C.

3.6 Deteccao de RNAm para Quimiocinas e Receptores de Quimiocinas

As quimiocinas MCP-1 (CCL2), MIP-1a (CCL3), MIP-13 (CCL4), IP-10
(CXCL10), MIG (CXCL9), RANTES (CCL5), IL-8 (CXCL8) e 1-309 (CCL1), os
receptores de quimiocinas CCR1, CCR2, CCR4, CCR5 e CXCRS3 e B-actina tiveram
seus c-DNAs analisados pela Reacdo da Polimarase em Cadeia (PCR). As
seqUéncias dos primers e os tamanhos estdo sumarizados nos itens 3.7 e 3.8 a
sequir. Os primers para quimiocinas, receptores de quimiocinas e B-actina foram
obtidos da Invitrogen Life Technologies-Sao Paulo, SP.

Cinco microlitros da solucdo c-DNA foram utilizados como template em
uma mistura contendo primers especificos, 2,5mM de deoxinucleotideo-trifosfato
(dNTP), 25 mM de MgCl,, e 5U de Taq Polimerase (Promega) e os PCRs realizados
no termociclador PTC-100 (MJ Research, Watertown,MA/EUA).



3.7 Sequiéncias de Primers e Tamanhos das Quimiocinas

MCP-1/CCL2 Sence: AGG AAG ATC TCA GTG CAG AGG 177 pb
Antisence: AGT CTT CGG AGT TTG GGT TTG

MIP-1a/CCL3 Sence: ACC ATG GCT CTC TGC AAC CA 391 pb
Antisence: TTA AGA AGA GTC CCA CAG TG

MIP-1B/CCL4 Sence: CCT GCT GCT TTT CTT CAC CC 336 pb
Antisence:CAC CTA ATA CAA TAA CAC GGC

RANTES/CCL5  Sence: TCATTG CTA CTG CCC TCT GC 373 pb
Antisence: CGT CGT GGT CAG AAT CTG GG

IL-8/CXCL8 Sence: CTT GGC AGC CTT CCT GATTT 266 pb
Antisence: CTC AGC CCT CTT CAA AAACT

MIG/CXCL9 Sence: CCA GTG CAC CTG TCATAT GCT CT 433 pb
Antisence:CCA ACA TGG AGT AGC CAG GAA A

IP-10/CXCL10 Sence: CCT GCT TCA AAT ATT TCC CT 229 pb
Antisence: CCT TCC TGT ATG TGT TTG GA

[-309/CCL1 Sence: CAG TGG TGAGCT CTT AGC TT 449 pb
Antisence: AGG GCA GAA GGAATG GTG TA

B-ACTINA Sence: ATG TTT GAG ACC TTC AAC AC 495 pb

Antisense: CAC GTC ACA CTT CAT GAT GG

3.8 Sequiéncias de Primers e Tamanhos dos Receptores de Quimiocinas

CCR1 Sence: CCT TCT GGA TCG ACT ACAAGT T 396 pb
Antisence: GTA GCA GAT GAT CAT GAC CAAC

CCR2  Sence: GTAGGA TTG CCC CAC TCC AAA 302 pb
Antisence: TAC TGT TTT CCA ACC CAG CTG G

CCR4  Sence: GGA TAT AGC AGA TAC CAC CCT C 329 pb
Antisence: AAA TCA TCT TGC ACA GAC CTA G

CCR5  Sence: GGC TGT GAG GCT TAT CTT CAC C 368 pb
Antisence: CGT GTC ACA AGC CCA CAG ATAT

CXCR3 Sence: TAG AAG TTG ATG TTG AAG AGG G 339 pb

Antisence: CAG CTC TTC CTATGACTATGG A




A reacao foi realizada em 25 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 54°C, e
2 minutos a 72°C, com um passo de extensao final de 7 minutos a 72°C. O produto
do PCR foi separado por eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e revelado com
nitrato de prata 0,2%. Os tamanhos dos produtos da PCR foram quantificados
comparando-os com um marcador (100 pares de base) colocado no mesmo gel. A
intensidade da banda dos produtos amplificados foi analisada utilizando o programa
EagleSight®, versdo 3.2 para Windows (Stratagene, La Jolla, CA/EUA). Os
resultados foram expressos como a razao entre a expressdao de quimiocina ou
receptor de quimiocina e a expressao de B-actina.

O resultado foi considerado como a diferenca entre o indice da amostra

estimulada com o antigeno L. amazonensis e o indice da amostra ndo estimulada.

3.9 Quantificacao das Citocinas

As determinacbes das concentracbes de IFNy, IL-10, IL-12 e IL-13,
presentes nos sobrenadantes das culturas de CMSP estimuladas com Leishmania
amazonensis, foram feitas através de ensaio ELISA, conforme as instru¢cdes do
fabricante (PharMingen). Brevemente, a placa (Costar Corning Inc. Actom.MA) foi
sensibilizada com o anticorpo de captura anticitocina purificado nas concentragdes
determinadas para cada citocina, por um pernoite a 4°C. O bloqueio foi feito com
SBF 10% e soroalbumina bovina (BSA) 1% em salina tamponada com fosfato (STF),
e a placa incubada por 2 horas a temperatura ambiente. Apds lavagem com STF-
Tween 20 (0,05%), foram adicionados os padrdes e amostras, e a placa foi incubada
por toda a noite a 4°C. Apds outra lavagem com STF-Tween 20, o anticorpo de
deteccdo anticitocina biotinilado foi adicionado e a placa incubada por 1 hora a
temperatura ambiente. Depois de lavada, a placa foi incubada com peroxidase de
cavalo conjugada a avidina (PharMingen) por 30 minutos a temperatura ambiente. A
placa foi entdo lavada e adicionada a solucdo do substrato 3,3’,5,5- tetrametil
benzidina(TMB) (Sigma Aldrich). A reacao foi finalizada com acido fosférico. A leitura
foi realizada no leitor de ELISA (Devices Corp., Sunnyvale, CA)), filtro 450 nm e

andlise dos resultados feita pelo programa Softmax PRO (Molecular Devices Corp.).



O resultado das citocinas foi considerado como a diferenca entre os
valores das amostras estimuladas com antigeno L. amazonensis e as amostras nao

estimuladas.

3.10 Analise Estatistica

As andlises dos grupos foram realizadas pelo teste de Mann-Whitney, do
programa GraphPad Prism, versdo 3.0 para Windows (GraphPad Software, San
Diego, CA,). Foram consideradas significantes quando o valor de p era igual ou
menor que 0,05.



4 RESULTADOS

4.1 Producao de IFNy como Critério de Divisao dos Grupos

Verificou-se que a producao de IFNy, em resposta a L. amazonensis, foi
muito ampla, variando de 10,0 a 583,66 pg/ml, com 120h de infeccao. Como critério
da divisdo dos grupos, adotou-se o mesmo utilizado por POMPEU e cols. (2001),
que usaram a mediana para separar oS grupos em alto e baixo respondedor.
Individuo com producao superior a 145,8 pg/mL foram classificados como Alto
Respondedor (AR) e aquele com producéo inferior, Baixo Respondedor (BR) (Figura
1; Apéndice 1).
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FIGURA 1 — Producao de IFNy nos sobrenadantes das CMSP infectadas por L.
amazonensis em 120 horas pos-infeccao nos grupos Alto Respondedor (AR) e
Baixo Respondedor (BR). A barra indica a mediana. Classificacao em AR (> 145
pg/mL) e BR (< 145 pg/mL) em relacao a resposta ao IFNy. Valores obtidos
pela determinacao da mediana. A concentracao de IFNy foi medida por ELISA.



4.2 Analise da Expressao de Quimiocinas

Foi avaliada a producdo de RNAm das quimiocinas |-309/CCL1, MCP-
1/CCL2, MIP-1a/CCL3, MIP-13/CCL4, RANTES/CCL5, MIG/CXCL9, IL-8/CXCL8 e
IP-10/CXCL10 de CMSP, de 14 individuos sadios, estimuladas com promastigotas
vivas de Leishmania amazonensis apés 12 horas, 48 horas e 120 horas de infecgao.

MIP-1a (CCL3) — Foi observada producao de MIP-1a/CCL3 no grupo AR
ja nas primeiras horas de infeccao (Figura 2A; Apéndice 2), decrescendo até niveis
indetectaveis (4,8 vezes menor que a producao inicial) com 120h, enquanto que 0s
BR nao expressaram esta quimiocina durante todo o periodo observado. Quando se
compara a resposta dos dois grupos, Vverifica-se que houve diferenca
estatisticamente significante na concentracdo de MIP-1a/CCL3 com 12 horas
(p=0,053) e 48 horas (p=0,053) pds-infeccao.

RANTES (CCL5) — Verificou-se expressao importante desta quimiocina no
grupo AR, em todo o periodo avaliado, sendo mais intensa nas primeiras 48h de
infeccao (Figura 2B; Apéndice 3). Chamou atencao o fato de ela nao ser expressa
pelo grupo BR. A diferenca na sintese de RANTES/CCL5 entre os dois grupos
variou até 4 vezes, sendo estatisticamente significante em 12 horas (p=0,026) e 48
horas (p=0,011) pds-infeccao.



A
29 1.5+
—=— AR —=— AR
g * —~— BR g *ohk —— BR
‘é . j 1.0 Z
(<= =
3 @
g Z 05
= <
c 1 1 U 1 O'G 1 1 U
12 48 120 12 48 120
Tempo pos-infeccdo (horas) Tempo pos-infeccao (horas)
C
D
1.5+ )
£ o
g 101 5 10
@ @
Y a
o v
O 0.5 d o5
= =" r/T\]
0.0 T T T 1 0.0 1 1 1 1
12 48 120 12 48 120
Tempo pos-infecgdo (horas) Tempo pés-infecgdo (horas)

FIGURA 2 — Analise semiquantitativa da expressao de RNAm das quimiocinas
MIP-10/CCL3 (A), RANTES/CCL5 (B), MCP-1/CCL2 (C) e MIP-13/CCL4 (D)
através de RT-PCR de CMSP de 14 individuos sadios estimuladas com L.
amazonensis. Cada ponto representa a média + EP da razao entre a expressao
de quimiocina e a expressao de B-actina apés 12h, 48h e 120h de infeccao.
Asterisco indica as diferencas estatisticas significantes entre os grupos. (*)
p=0,053; (**) p=0,026; (***) p=0,011. AR= Alto respondedor; BR= Baixo

respondedor.



MCP-1 (CCL2) — Foi produzida pelos dois grupos, sendo que no grupo AR
a expressao foi maior, variando de 1,5 a 2 vezes a mais que a do BR (Figura
2C;Apéndice 4). Em ambos os grupos, a expressdao de MCP-1/CCL2 caiu a niveis
nao detectaveis com 120 horas. Nos individuos AR, no tempo de 120 horas, houve
uma reducao de 3 vezes da expressao inicial, enquanto que no BR a reduc¢éao foi de
2 vezes, no entanto, quando se comparou a resposta dos dois grupos nao houve
diferenca estatisticamente significante entre eles.

MIP-1B8 (CCL4) — Em relacao a MIP-1B3/CCL4, verificou-se que houve
baixa expressao pelo grupo AR, e apds 48 horas de infeccao houve inibicdo de sua
expressao cerca de 2,2 vezes menor que a inicial, ficando praticamente indetectavel,
com 120 horas de infeccdo (Figura 2D; Apéndice 5). Quanto ao grupo BR, este
praticamente manteve a mesma expressao em todos os tempos de infec¢do, sendo
sempre maior que a do grupo AR, variando de 1,4 vezes no inicio a 3,8 vezes em
120 horas de infec¢do. Embora a expressdo de MIP-13/CCL4 tenha sido maior no
grupo BR que no grupo AR, a diferenga nao foi estatisticamente significante.

IP-10 (CXCL10) — Verificou-se que houve expressado diferente da
quimiocina IP-10/CXCL10 nos dois grupos. O grupo AR expressou IP-10/CXCL10
em alta concentracdo ja com 12 horas de infeccao, ocorrendo reducédo a partir dai
(Figura 3A; Apéndice 6). O grupo BR apresentou uma baixa expressao 12 horas de
infeccdo, com elevagao crescente até o tempo de 120 horas de infeccao, ocorrendo
um aumento de 3,8 vezes em relacdo ao tempo inicial. A expressao entre os dois
grupos foi estatisticamente significante em 12 horas de infec¢éo (p=0,026).

MIG (CXCL9) — Observou-se um comportamento diferente entre os dois
grupos, em relacao a expressao de MIG/CXCL9 (Figura 3B; Apéndice 7). Enquanto
o grupo AR apresentou sintese tardia (120 horas de infeccdo), no grupo BR
verificou-se grande expressao desta quimiocina, ja com 12 horas de infeccao, sendo
a diferenca entre os dois grupos de 8 vezes e estatisticamente significante
(p=0,026). A producao de MIG/CXCL9 foi superior no grupo BR, em relagao ao AR,

em todos 0s momentos analisados.
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FIGURA 3 — Analise semiquantitativa da expressao de RNAm das quimiocinas
IP-10/CXCL10 (A), MIG/CXCL9 (B), IL-8/CXCL8 (C) e 1-309/CCL1 (D) através de
RT-PCR de CMSP de 14 individuos sadios estimuladas com L. amazonensis.
Cada ponto representa a média + EP da razao entre a expressao de quimiocina
e a expressao de B-actina apos 12h, 48h e 120h de infeccao. Asterisco indica
as diferencas estatisticas significantes entre os grupos. (*) p=0,026. AR= Alto

respondedor; BR= Baixo respondedor.



IL-8 (CXCL8) — Ambos os grupos iniciaram a resposta com franca sintese
de RNAm de IL-8/CXCL8 (Figura 3C; Apéndice 8), no entanto, com 48 horas de
infeccdo, observou-se uma acentuada redug¢ao no grupo BR, atingindo concentracao
de 2,4 vezes menor que a do AR. A expressao de IL-8 no grupo AR manteve-se alta
até 48horas, reduzindo-se a partir dai. Com 120 horas de infec¢do, ambos os grupos
apresentavam as mesmas concentracées. Embora a diferenca entre os dois grupos
tenha sido grande, em 48 horas de infeccdo, ela nao foi estatisticamente significante.

I-309 (CCL1) — Praticamente ndo houve expressdo desta quimiocina no
grupo BR, ao longo do periodo observado (Figura 3D; Apéndice 9). O grupo AR
apresentou baixa producao de 1-309/CCL1 no tempo inicial, elevando esta producao
até 48 horas de infeccao e atingindo uma concentracao de 3,5 vezes mais elevada
que a do BR. Apds esse periodo houve diminuicdo da expressao até valores
semelhantes ao obtido no tempo inicial. Ndo houve diferenca estatistica significante

entre os dois grupos.

4.3 Anadlise da Expressao de Receptores de Quimiocinas

Foi feita a andlise dos seguintes receptores de quimiocinas: CCR1, CCR2,
CCR5 e CXCR3 de CMSP, de individuos sadios, estimuladas com promastigotas de
L. amazonensis com 12 horas, 48 horas e 120 horas de infecgéo.

CCR1 — Ocorreu expressdao moderada de CCR1 no grupo BR ja com 12
horas de infecgéo, apds este tempo ela diminuiu até 48 horas de infeccao (2,2 vezes
menos que o tempo inicial) e manteve-se nestes niveis até 120 horas de infecg¢éao
(Figura 4A; Apéndice 10). A expressao desse receptor no grupo AR foi um pouco
mais baixa que a do grupo BR e foi mantida nesses valores até o final da avaliagéo.
A diferenca inicial, em 12 horas de infecgéo, entre os dois foi aproximadamente de 2
vezes, embora ndo tenha sido estatisticamente significante.

CCR2 — Verificou-se moderada expressao do receptor CCR2 no grupo BR,
ao longo do tempo avaliado (Figura 4B; Apéndice 11). Ja no grupo AR, sua
expressao foi cerca de 2 vezes mais elevada que a do BR, no tempo inicial,

ocorrendo uma inibicao de sua producao apés 12 horas de infeccao e voltando a ser



expresso em grande quantidade com 120 horas de infeccdo. A diferenca entre os
dois grupos nao foi estatisticamente significante.

CXCR3 - Houve uma diferenca importante entre os dois grupos, quanto a
expressdo de CXCR3, s6 com 12 horas de infeccdo. Nesse ponto, os AR
expressavam 3 vezes mais este receptor que os BR. A partir de 48 horas ambos os
grupos apresentaram os mesmos niveis de expressao (Figura 4C; Apéndice 12). A
diferenca entre os grupos nao foi estatisticamente significante.

CCR5 - Observou-se que 0s grupos se comportaram diferentemente na
expressao de CCR5. Praticamente ndo houve expressao do receptor no grupo BR
(Figura 4D; Apéndice 13), enquanto que o grupo AR teve moderada expressao a
partir de 48 horas de infeccdo (cerca de 6 vezes em relacdo ao tempo inicial),
mantendo-se nesse patamar até o ultimo periodo analisado. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos.

CCR4 - Os dois grupos produziram baixa quantidade desse receptor nas
primeiras horas de infec¢do, continuando assim por todo o periodo analisado no
grupo AR. Entretanto, com 48 horas, houve expressiva producédo pelo grupo BR
(Figura 4E). Nenhuma diferenga estatisticamente significante foi observada entre os
grupos.
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4.4 Producao de Citocinas

Foram avaliadas as concentracbes de IFNy, IL-10, IL-12 e IL-13 nos
sobrenadantes das culturas de CMSP, de individuos sadios, estimuladas com
promastigotas de L. amazonensis, com 12 horas, 48 horas e 120 horas de infeccao.

IFNy — Observou-se que a producao de IFNy iniciou logo apés 12 horas
de infecgdo no grupo dos AR (110,0 + 144,6), tendo continuado crescente até 120
horas de infeccéo 278,3 + 157,1) (Figura 5A, Apéndice 1). No grupo BR, houve baixa
secrecao dessa proteina, em todo o periodo avaliado, apresentando uma média de
58,83 £ 97,1 em 12 horas e 67,99 + 42,9 em 120 horas poés-infecgdo. A expressao
entre os dois grupos foi estatisticamente significante em 48 horas (p=0,011) e 120
horas (p<0,001).

IL-12 — Os dois grupos secretaram IL-12 de forma semelhante, sendo
produzida em maior concentracdo em 12 horas de infeccdo (Figura 5B, Apéndice
14), porém o que diferenciou os dois grupos foi a producdo em maiores quantidades
que grupo AR, em todos os tempos analisados. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos.

IL-13 - Ambos o0s grupos tiveram comportamentos semelhantes em
relacdo a producao de IL-13, com concentracoes elevadas ja com 12 horas de
infeccdo, e com um pico de producdo com 48 horas de infeccao (Figura 5C,
Apéndice 15). O grupo BR expressou esta citocina em maior quantidade por todo
o periodo analisado, embora a diferenca entre os dois grupos s6 tenha sido
estatistica significativa somente em 12 horas de infecgéao (p=0,011).

IL-10 — Verificou-se que os dois grupos apresentaram alta concentragcao
desta citocina nos sobrenadantes das culturas, desde o inicio, sendo que no grupo
BR a producao foi maior que a do grupo AR durante todo o periodo avaliado (Figura
5D, Apéndice 16). Com 48 horas de infeccao, chamou atencao a diferenca entre os
dois grupos, enquanto o grupo BR aumentou a concentracédo de IL-10, no grupo AR
ela diminuiu, verificando-se, nesse momento, uma concentragéo 2,4 vezes maior no
BR e estatisticamente significante (p=0,011), indicando possivelmente que IL-10

tenha um papel importante na modulacédo da resposta do grupo BR.



5 DISCUSSAO

Os estudos da leishmaniose no modelo murino mostram que as condi¢des
que definem o tipo de resposta imune adaptativa, quer a que controla a infec¢do ou
a que permite o aumento da carga parasitaria e conseqglente progressao da doenca,
ocorre durante a resposta inata (AFONSO; SCOTT, 1993; SCHARTON-KERSTEN;
SCOTT, 1995; JI e cols., 2002). Assim, conhecer a resposta imune inata humana na
infeccao por Leishmania é fundamental para a elaboracdao de estratégias tanto na
prevencao, através de vacinas eficazes, como no tratamento da leishmaniose.

Neste estudo foi avaliada a resposta imune inata de individuos sadios
frente a infecgdo in vitro com L. amazonensis, analisando o perfil e a cinética de
producgéo de citocinas e de quimiocinas, comparando a resposta dos individuos alto
e baixo produtores de IFNy. Sua relevancia esta no fato de haver escassez de dados
da fase inata da resposta imune, na infeccao por Leishmania em seres humanos.
Toda gama de trabalhos sobre a resposta imune na leishmaniose humana reporta-
se a dados em pacientes com leishmaniose, ja com lesdo estabelecida (CACERES-
DITTMAR e cols., 1993; ROCHA e cols., 1999; BOURREAU e cols., 2003), e,
mesmo no modelo murino, existem poucos trabalhos sobre o perfil da expresséo de
citocinas e quimiocinas na infeccao com L. amazonensis (J1 e cols., 2002; Jl e cols.,
2003).

Pompeu e cols., (2001), avaliando a resposta de citocinas nas fases inata
e adaptativa inicial da resposta imune a L. amazonensis, mostraram que individuos
sadios ndo expostos apresentam resposta imune diferenciada na infecgao in vitro e
na resposta in vivo pdés-vacinagdo, contra leishmaniose. Foram observados dois
tipos de resposta: uma com producéao rapida de IFNy e em concentragdes elevadas,
e outra com producdo baixa ou mesmo sem producdo dessa citocina. Tais
individuos, com resposta inicial de baixa producao de IFNy, apresentaram elevadas
concentracdes dessa citocina, seis meses depois da vacinacdo. Em pacientes
recém-infectados com L. braziliensis (ROCHA e cols, 1999), ou com L. guyanensis,
(BOURREAU e cols., 2001 a) também foi observado que parte deles apresentava
resposta com baixa producédo de IFNy e que os individuos desenvolvem resposta
tipo Th2 (BOURREAU e cols., 2003). E possivel que esses individuos, por terem



uma resposta inicial sem ativacdo de macréfagos, sejam mais susceptiveis a
infeccdo e ao desenvolvimento da doenca, enquanto que os individuos que
apresentam resposta Th1 precoce, possivelmente, controlem a infeccdo e
apresentem cura espontanea, como tem sido observado na leishmaniose cutanea
localizada (MARSDEN, P.1986; COSTA e cols., 1990; HERWALDT e cols., 1992).

Neste estudo, foi avaliada a resposta de algumas citocinas da resposta
Th1 (IFNy, IL-12) e da resposta Th2 (IL-10 e IL-13) e de algumas quimiocinas e
receptores caracteristicos preferencialmente da resposta Th1 (MIP-1a/CCL3, MIP-
18/CCL4, RANTES/CCL5, MCP-1/CCL2, IP-10/CXCL10, CCR1, CCR2, CCRS5,
CXCR3) (SIVEKE e cols., 1998; ROSSI; ZLOTNIK, 2000; WONG; FISH, 2003), e da
resposta Th2 (I-809/CCL1 e CCR4) (BONECCHI e cols., 1998; ROSSI; ZLOTNIK,
2000; WONG; FISH, 2003) e IL-8/CXCL8 nas primeiras 120 horas de infeccao de
CMSP de 14 individuos sadios com promastigotas vivas de L. amazonensis.
Inicialmente sera discutido o perfil da resposta imune inicial do grupo AR e em
seguida serdo ressaltadas as alteracbes observadas na resposta dos individuos
BRs.

No grupo AR, foram observadas varias quimiocinas indutoras de resposta
Th1 sendo expressas em quantidade relevante, ja com 12 horas de infeccao, tais
como MIP-1a/CCL3, RANTES/CCL5, MCP-1/CCL2, IP-10/CXCL10 e IL-8/CXCLS.
Nesse momento, havia co-expressao de receptores que se ligam a MIG/CXCL9 e IP-
10/CXCL10 em grande quantidade, e, em moderada, dos que se ligam a MIP-
1a/CCL3 e RANTES/CCLS5 (Figura 4). O receptor de IL-8/CXCL8 nao foi avaliado. As
quimiocinas sdo quimiotaticas para células NK, células dendriticas, mondcitos,
linfécitos T, neutréfilos, eosindfilos e mastécitos (ROLLINS, 1997; LUSTER, 1998;
NELSON; KRENSKY, 2001; CHRISTOPHERSON II; HROMAS, 2001; LILLARD JR.
e cols., 2003). MIP-1a/CCL3, RANTES/CCL5, MCP-1/CCL2 e IP-10/CXCL10,
quando se ligam aos seus respectivos receptores induzem preferencialmente a
producdo de IFNy (RITTER e cols., 1996; SCHRUM, 1996; SIVEKE; HAMANN,
1998; COTTERELL e cols.,1999; DUFOUR e cols.,, 2002), em células NK
(SCHARTON-KERSTEN; SCOTT, 1995; KIM e cols., 1998; SIVEKE; HAMANN,
1998), além de aumentar atividade citotoxica das células (MULLER e cols., 2001;
ROBERTSON, 2002). A producao de IFNy, pelas células NK, nas primeiras horas é
fundamental para induzir IL-12, que sinergisticamente para produzir IFNy.



RANTES/CCL5, MIP-1a/CCL3, MIP-1B3/CCL4, também estimulam células dendriticas
a produzirem IL-12, que, por sua vez, estimula também a producdo de
RANTES/CCL5, MIP-1a/CCL3, MIP-13/CCL4 (WONG; FISH, 2003), formando uma
alca de amplificagdo da resposta indutora de diferenciacédo Th1. IL-12, presente no
microambiente, sinergiza com estas quimiocinas acima referidas e com MCP-
1/CCL2 (PARK e cols., 2002; LILLARD JR. e cols., 2003) a producéo de IFNy. Neste
trabalho, IL-12 foi observada com 12 horas de infeccao no grupo AR (Figura 5B).
Todas as ceélulas e moléculas estariam, assim, construindo um ambiente favoravel
para a diferenciacdo e expansao de linfocitos Th1. MCP-1/CCL2 e MIP-1a/CCL3
podem agir também aumentando a producdo de 6xido nitrico pelos macréfagos,
aumentando, assim, sua capacidade leishmanicida (BRANDONISIO e cols., 2002) e
RANTES/CCL5 pode também induzir apoptose da célula alvo, através da liberacao
de citocromo ¢ no citosol (WONG; FISH, 2003), o que pode funcionar como um
mecanismo de eliminacdo de macroéfago infectado ou como modulador da resposta
inflamatéria.

Nossos dados estdo de acordo com os de Ritter e Korner (2002), que
observaram expressdo elevada de RNAm de MCP-1/CCL2, MIG/CXCL9 e IP-
10/CXCL10 e baixa de MIP-1a/CCL3, na lesao de pacientes com LCL. Com relacao
a MIP-1a/CCL3, nosso achado difere do encontrado pelos autores. Em nossos
dados, MIP-1a/CCL3 apresentou expressdao somente nas primeiras 48 horas de
infeccado, ficando praticamente sem expressdao com 120 horas. Como os dados dos
autores acima referidos reportam-se a lesdes de pacientes, isto implica que é uma
resposta com mais tempo de infeccdo, o que possivelmente explique a baixa
expressdo dessa quimiocina, em relacdo aos nossos achados, que analisam a
primeira semana de infecgao.

Analisando algumas moléculas que estimulam resposta Th2, como IL-13 e
IL-10, observou-se que, nesse momento, elas também foram expressas em
quantidades significantes nos individuos ARs, (Figura 5). Isso parece indicar que
aparentemente ocorreu apresentacdao de antigenos que estimulam quimiocinas e
citocinas indutoras de resposta Th2, simultaneamente, o0 que parece uma
possibilidade bem plausivel, visto que, na infeccdo com parasito vivo, ocorre uma
grande diversidade de moléculas antigénicas, que podem se ligar a diferentes
receptores tipo “toll like”, e estimular diferentes vias de sinalizacao intracelulares e,



consequentemente, respostas diferentes (CHATELAIN e cols., 1999; MATTHEWS;
cols., 2000; BROSSARD e cols., 2000; KANE; MOSSER, 2001; BOURREAU e cols.,
2001 aeb).

Com 48 horas de infeccéao, verificou-se que RANTES/CCL5, MCP-1/CCL2,
IL-8/CXCL8 e IP-10/CXCL10 permaneceram com altas concentracdes (Figuras 2 e
3), associadas a crescente producao de IFNy. Aparentemente estas 48 horas iniciais
de infeccdo, com este tipo de resposta inicial, resultaram em estimulo suficiente para
desencadear uma resposta Th1, porque, a partir desse momento, observou-se um
aumento progressivo e significativo na producdao de IFNy e o declinio na
concentracdo das quimiocinas e citocinas indutoras de resposta Th1 (Figuras 2, 3A,
3C, 5B). De acordo com dados da literatura, MIP-1a/CCL3 e MIP-1B/CCL4 sao
expressas somente nas primeiras horas, enquanto MCP-1/CCL2 e RANTES/CCL5
apresentam expressao por mais tempo (SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 2000). Nas
primeiras 48 horas de infec¢ao, verificou-se que havia uma correlagcao negativa entre
IFNy e IL-10 (Figura 6), no entanto, ha de se observar, também, que a partir dai
ocorreu uma leve elevagdo na concentragdo IL-10 e IL-13 (Figuras 5C, 5D),
passando a se verificar uma correlacao positiva entre IFNy e estas duas citocinas , o
que pode ser interpretado como o inicio de uma modulagéo da resposta Th1, através
da resposta Th2, para manter a homeostasia do sistema; inibindo resposta lesiva
decorrente da producdo alta de TNF-a e IFN-y (FIORENTINO e cols., 1991;
PALUDAN, 1998; ROSSI; ZLOTNIK, 2000).

Com 120 horas de infeccao, observou-se expressao significativa somente
de MIG/CXCL9, assim como de seu receptor, CXCR3. Enquanto as demais
quimiocinas estudadas apresentaram expressdao mais precocemente, a expressao
de MIG/CXCL9 s6 ocorreu mais tardiamente (Figura 3B). Como nesse momento, IL-
13 e IL-10 estavam elevadas, indicando expansao de linfécitos Th2, é possivel que a
expressao tardia de MIG/CXCL9 possa agir para competir com o receptor CCR3
(LOETSCHER e cols., 2001), que é indutor de resposta Th2, possivelmente para
modular a resposta Th2 que estava ocorrendo. Em sintese, na interacdo das
respostas entre o hospedeiro e a Leishmania, parece ocorrer uma dindmica
interacdo de moléculas indutoras e inibidoras de diferenciacdao Th1 e Th2, que, nos
individuos ARs, resultaram num predominio de resposta Th1.



Em relacdo a resposta do grupo BR, nas primeiras 12 horas, chamou
atencao a falta de expressdo de RANTES/CCL5, MIP-1a/CCL3, IP-10/CXCL10
(Figuras 2A, 2B, 3A), todas elas indutoras de diferenciacao Th1 (SIVEKE; HAMANN,
1998; LOETSCHER e cols., 2001; ZAPH; SCOTT, 2003; LILLARD JR. e cols., 2003);
0 que parece indicar que L. amazonensis induz uma supressao da expressao das
quimiocinas nos individuos BR. Nossos dados estdo de acordo com o que acontece
na infecgdo murina por L. amazonensis, onde também foi observado um atraso com
diminuicdo da expressao de citocinas e quimiocinas inflamatérias nas primeiras
semanas de infeccdo (JI e cols., 2003). E possivel que fatores genéticos possam
estar implicados no desenvolvimento desta resposta, ou o tipo de antigeno que foi
apresentado, porque POMPEU e cols. demonstraram que CMSP de individuos BR,
que nao produzem IFNy, quando estimuladas com promastigotas, passam a produzi-
lo se estimuladas com alguns antigenos purificados, derivados de Leishmania
(Dados nao publicados), assim como a cepa utilizada. Teixeira e cols. (2004, In
press) demonstraram que diferentes cepas de L. braziliensis podem apresentar
diferentes padrbes de expressdo de quimiocinas, levando a um recrutamento
diferenciado das células inflamatérias que influenciardo na manifestacao da doenca.

MIP-1B8/CCL4, quando se liga ao receptor CCR5, pode induzir produgéao
de IFNy (LILLARD JR. e cols., 2003). Nos BRs ela estava mais elevada que nos
ARs, o que parece paradoxal, no entanto, deve-se ressaltar que nao houve
expressao do receptor CCR-5 (Figura 4D), ao qual ela se liga para induzir uma
resposta tipo Th1 (BONECCHI e cols., 1998; LILLARD JR. e cols, 2003). Merece
destaque também a moderada expressao de CCR4, um marcador de células Th2,
observado no grupo BR (Figura 4E), enquanto sua expressao pelos ARs foi minima
ao longo do tempo estudado.

Neste estudo nao foi avaliado o receptor CCR8, que quando se liga a MIP-
1B/CCL4 pode induzir diferenciacdo Th2 em vez de Th1 (LILLARD JR. e cols.,
2003). Seria importante avaliar, posteriormente, sua expressao nos BRs, para
verificar se ele atua modulando negativamente a producéo de IFNy.

Outro aspecto que merece ser avaliado é a expressao de MCP-1 nos BRs.
Essa quimiocina pode induzir producdo de IFNy quando se encontra em
concentracdes elevadas, mas em baixa concentracao ela pode levar a resposta Th2
(SIVEKE; HAMANN, 1998). Nos BRs, ela e o seu respectivo receptor, CCR2,



ocorreram em baixas concentragdes (Figuras 2C e 4B), possivelmente favorecendo
uma resposta Th2 e inibindo a produgéo de IFNy.

Merece destaque especial a producdo de IL-13 e de IL-10. Ambos os
grupos apresentaram o mesmo comportamento na producao de IL-13, s6 que as
concentracdes nos BRs foram sempre maiores, variando de 2-3 vezes mais que nos
ARs. Ja com 12 horas de infecgéo, IL-13 encontrava-se em concentragcboes 3 vezes
maior que nos ARs (Figura 5C), tendo um pico de producao com 48 horas de
infeccdo e permanecendo elevada durante todo o periodo avaliado. Como IL-12 é
uma citocina fundamental para induzir a producéo inicial de IFNy (BOGDAN e cols.,
1993; REINER e cols., 1994), embora ela estivesse sendo produzida no grupo BRs,
como observado na figura 5B, sua acdo aparentemente estava sendo bloqueada
pela IL-13, o que favoreceu a formagdo de um microambiente indutor de
diferenciacdo Th2.

Em relagdo a IL-10, o comportamento de producédo dessa citocina foi
diferente nos dois grupos. Ambos 0s grupos apresentaram concentracdes iniciais
elevadas de IL-10, no entanto, com 48 horas de infeccdo, eles se comportaram
diferentemente, enquanto ocorreu importante reducdo nos ARs, aumentou de modo
significativo nos BRs (Figura 5D) e uma reducdo também significativa de IL-12
(Figura 5B). O tempo 48 horas de infec¢do parece ser um delineador de resposta,
enquanto nos ARs ocorre producdo crescente de IFNy e, nos BRs, ela permanece
muito baixa (Figura 5A).

Outro aspecto que deve estar contribuindo para a baixa producao de IFNy
pode ser a producéo tardia de IP-10 (Figura 3A). MIG/CXCL9 e IP-10/CXCI10 sao
antagonistas de CCR3 (LOETSCHER e cols., 2001), um indutor de resposta Th2,
como o receptor de MIG/CXCL9, CXCR3, ndo estava sendo expresso e IP-
10/CXCL10 nao estava sendo produzido, nas primeiras horas, aparentemente isso
contribuia para a formagdo de um microambiente favoravel para diferenciacdo de
linfocitos Th2 nos individuos BRs.

[-309/CCL1, uma quimiocina com atividade quimiotatica para mondcito,
célula B, célula T, timécito, € induzida por citocinas tipo Th2 e parece que controla o
trafego de células Th2 para o sitio da resposta inflamatéria. Ela liga-se ao receptor
CCR8 que é expresso em mondcitos, células T (ROMAGNAMI, 2000; LUSTER,
1998, 2002; CHRISTOPHERSON II; HROMAS, 2001; NELSON; KRENSKY, 2001) e



células endoteliais (HAQUE e cols., 2004). Quando se liga ao receptor CCR8 é
considerado um potente indutor de resposta Th2 (ZINGONI e cols., 1998). Chama
atencdo a resposta observada dessa quimiocina, neste estudo, onde se verificou
que o grupo BR praticamente ndo expressou [|-309/CCL1, enquanto que sua
expressdao, embora baixa no AR, foi maior que a do BR, significando que,
aparentemente ela ndo tem participacdo na modulacado da resposta Th2 no BR, e
sua expressao no grupo AR pode ser interpretada como vinculada a ativacdo de
células NK, dado que, até o momento, I-309/CCL1 em seres humanos liga-se
exclusivamente ao receptor CCR8, que pode ser expresso também em células NK
ativadas por IL-12 (INNGJERDINGEN e cols., 2000). Uma melhor avaliagdo, com um
namero maior de amostras, merece ser realizada para definir com mais precisdo o
real papel de 1-309/CCL1 e de CCR8 na modulacao da resposta imune na infecgao
por L. amazonensis, como também em relacdo a outros receptores indutores de
resposta imune Th2, como CCR3 e CXCR2.

Em sintese, demonstramos que na infecgao in vitro por L. amazonensis,
os individuos ARs desenvolveram uma resposta mista, com predominio de Th1 e
que nos BRs ocorreu modulacdo da resposta para o tipo Th2. A resposta estava
associada a diminuicao da expressdao de RANTES/CCL5, MIP-1a/CCL3, IL-8/CXCI8,
CCR5, CXCR3 e a presenca de concentracdes elevadas de IL-13 e IL-10. No
entanto, ainda resta esclarecer como o processo é desencadeado, isto é, se a L.
amazonensis induz a supressdo das quimiocinas tipo Th1, ou se € o mecanismo
proposto por Bourreau e cols. (2001 a) que imputam a IL-13 um papel importante
nesse processo de producdo. Segundo os autores, IL-13 elevada agiria inibindo a
sintese da cadeia beta do receptor de IL-12 (REINER e cols., 1994; MATTHEWS e
cols., 2000), o que iria bloquear a ativagao das células NK e modular a resposta no
sentido Th2. Novos estudos, com bloqueio de quimiocinas e/ou citocinas e a
avaliagdo das primeiras horas de infec¢cdo serdo necessarios para melhor elucidar

0s mecanismos de supressao induzidos pela L. amazonensis,



6 CONCLUSOES

e CMSP de individuos baixo respondedores de IFNy desenvolveram
resposta imune mista, com predominio de Th2, quando estimuladas
com L. amazonensis, enquanto que os alto respondedores
desenvolveram uma resposta mista com predominio de Th1;

e A imunossupressdo desenvolvida pelos individuos baixo
respondedores estd associada a:

o importante supressdo da expressdo de MIP-1a/CCL3,
RANTES/CCL5 e IP-10/CXCL10, moléculas indutoras da resposta
protetora Th1 , jA com 12 horas de infec¢do e de MIG e IL-8 com 48
horas;

o importante supressdao de CCR5 e de CXCRS3, receptores de
RANTES/CCL5, MIP-1a/CCL3, e de MIG/CXCL9 e IP-10/CXCL10,
respectivamente;

o moderada expressdo de CCR4, marcador preferencial de células
Th2;

o presenca de concentracdes elevadas de IL-13 e de IL-10;

e A produgéo de IL-10 e IL-13, nos eventos iniciais da infecgdo nos BRs,
parece ter papel relevante na modulacdo da resposta imune,
favorecendo a diferenciagao Th2;

e A resposta dos individuos alto respondedores, com grande producéo
de IFNy, esta associada a:

o expressdo elevada, nos momentos iniciais da infeccdo, de
RANTES/CCL5, MIP-1a/CCL3, MCP-1/CCL2, IP-10/CXCL10 e
IL-8/CXCL8, CCR1, CCR2 e CXCR3

o concentracdes significativas de IL-13 e IL-10;

e A diferenciacédo da resposta imune nos dois grupos parece ser definida
nas primeiras 48 horas de infecg¢ao.
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APENDICES

APENDICE 1 — Quantificagdo de IFNy nos sobrenadantes de culturas de CMSP, de
individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.
amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infeccéo.

Grupo Tempo pés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 379,800 309,880 242,820 1 0,000 24,580 48,160
2 0,000 68,140 583,660 2 0,000 41,760 30,240
3 0,000 29,080 394,920 3 219,600 77,580 83,700
4 0,000 95,680 156,600 4 0,000 5,140 66,780
5 170,000 160,000 160,000 5 12,200 42,040 134,920
6 30,000 190,000 190,000 6 0,000 33,940 102,160
7 190,000 220,000 220,000 7 180,000 10,000 10,000

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor

APENDICE 2 - Quantificacdo de MIP-1a no RNAm de culturas de CMSP, de
individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.

amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infeccéo.

Grupo Tempo pés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 1,865 0,365 0,000 1 0,145 0,000 0,265
2 2,005 1,675 1,580 2 0,000 0,000 0,000
3 1,215 0,705 0,000 3 0,550 0,290 0,380
4 0,000 0,000 0,020 4 0,025 0,070 0,120
5 1,175 1,940 0,000 5 0,640 0,150 0,200
6 1,750 0,540 0,000 6 0,095 0,090 0,445
7 0,780 0,275 0,200 7 1,360 0,510 0,290

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor



APENDICE 3 — Quantificagdo de RANTES no RNAm de culturas de CMSP, de
individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.
amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infeccéo.

Grupo Tempo pés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 1,125 0,565 0,000 1 0,060 0,120 0,170
2 0,395 0,520 0,450 2 0,340 0,060 0,515
3 0,345 0,210 0,040 3 0,220 0,105 0,125
4 0,920 1,380 0,720 4 0,485 0,645 0,205
5 1,255 2,690 1,160 5 0,415 0,035 0,000
6 0,280 0,265 0,475 6 0,015 0,015 0,000
7 1,390 0,155 1,135 7 0,000 0,080 0,000

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor

APENDICE 4 — Quantificagdo de MCP-1 no RNAm de culturas de CMSP, de
individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.
amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infeccéo.

Grupo Tempo pés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 0,7300 0,000 0,000 1 0,735 0,000 0,000
2 0,7500 0,595 0,000 2 0,690 0,225 0,855
3 1,3650 0,945 0,430 3 0,580 1,370 0,000
4 1,5900 1,395 0,000 4 1,470 0,870 0,000
5 0,5200 1,820 0,850 5 0,085 0,245 0,770
6 0,6200 0,000 0,140 6 0,055 0,030 0,000
7 0,7800 0,625 0,550 7 0,700 0,000 0,500

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor



APENDICE 5 — Quantificagdo de MIP-18 no RNAm de culturas de CMSP, de
individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.
amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infeccéo.

Grupo Tempo poés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 0,000 0,385 0,000 1 0,280 0,075 0,030
2 0,510 0,590 0,935 2 0,280 0,075 0,030
3 0,275 0,115 0,000 3 2,460 1,555 1,975
4 0,165 0,000 0,150 4 0,510 0,590 0,935
5 0,710 1,425 0,300 5 0,075 0,000 0,000
6 0,670 0,270 0,000 6 0,285 1,470 2,100
7 0,280 0,330 0,000 7 0,550 0,290 0,250

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor

APENDICE 6 — Quantificacdo de IP-10 no RNAm de culturas de CMSP, de
individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.
amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infecc¢éo.

Grupo Tempo pés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 0,460 0,060 0,080 1 0,000 0,360 1,030
2 0,000 0,005 0,000 2 0,340 0,735 3,155
3 1,070 0,695 0,805 3 0,485 0,255 0,345
4 0,535 0,975 0,380 4 0,355 0,600 1,255
5 0,500 0,525 0,390 5 0,005 0,140 0,000
6 1,240 0,020 0,965 6 0,030 0,015 0,000
7 0,785 0,865 0,140 7 0,430 0,520 0,600

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor



APENDICE 7 - Quantificacdo de MIG no RNAm de culturas de CMSP, de
individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.
amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infeccéo.

Grupo Tempo pés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 0,125 0,000 3,030 1 0,075 0,000 0,110
2 0,305 0,280 0,570 2 1,510 0,460 2,440
3 0,085 0,220 0,355 3 3,735 2,065 1,845
4 0,030 1,165 0,765 4 1,395 0,790 1,010
5 0,000 0,035 0,000 5 0,625 0,330 0,910
6 0,425 0,300 0,170 6 0,345 1,260 1,480
7 0,000 0,000 0,000 7 0,235 0,275 0,275

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor

APENDICE 8 — Quantificacdo de IL-8 no RNAm de culturas de CMSP, de individuos
sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L. amazonensis, com 12,
48 e 120 horas de infecgéo.

Grupo Tempo pés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 1,575 0,285 0,000 1 0,435 1,320 0,575
2 0,340 1,545 0,880 2 0,000 0,000 0,000
3 0,210 0,110 0,000 3 2,175 0,305 2,095
4 0,430 0,575 0,000 4 0,755 0,385 0,145
5 1,835 3,895 2,025 5 0,995 0,415 0,000
6 1,295 1,005 0,955 6 2,455 0,500 0,000
7 0,435 0,000 0,000 7 0,590 0,130 0,395

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor



APENDICE 9 — Quantificacdo de 1-309 no RNAm de culturas de CMSP, de
individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.
amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infeccéo.

Grupo Tempo poés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 0,000 0,000 0,000 1 0,000 0,000 0,170
2 0,000 0,000 0,130 2 0,000 0,000 0,000
3 0,000 0,000 0,000 3 0,000 0,000 0,000
4 0,000 0,000 0,000 4 0,000 0,000 0,000
5 0,270 0,640 0,190 5 0,000 0,000 0,000
6 0,160 0,320 0,200 6 0,000 0,000 0,000
7 0,000 0,270 0,140 7 0,000 0,180 0,170

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor

APENDICE 10 — Quantificacdo de CCR1 no RNAm de culturas de CMSP, de
individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.
amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infeccéao.

Grupo Tempo pés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 1,760 0,7800 0,000 1 0,370 0,190 0,555
2 0,270 2,1300 1,785 2 0,675 0,250 0,270
3 0,390 0,5500 0,000 3 1,920 0,860 1,150
4 0,145 0,0450 0,115 4 0,280 0,385 0,650
5 NR NR NR 5 2,130 0,470 0,000
6 NR NR NR 6 1,950 1,120 1,210
7 NR NR NR 7 NR NR NR

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor; NR= N&o realizado



APENDICE 11 — Quantificacdo de CCR2 no RNAm de culturas de CMSP, de
individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.
amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infeccéo.

Grupo Tempo poés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 2,695 0,950 1,710 1 0,000 0,000 0,030
2 1,830 1,585 1,290 2 0,000 0,000 0,000
3 3,560 0,870 1,765 3 1,675 2,010 2,095
4 0,670 1,080 2,345 4 0,025 0,045 0,440
5 NR NR NR 5 2,175 0,530 1,230
6 NR NR NR 6 1,930 2,785 1,050
7 NR NR NR 7 NR NR NR

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor; NR= N&o realizado

APENDICE 12 — Quantificagdo de CXCR3 no RNAm de culturas de CMSP, de
individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.
amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infeccéao.

Grupo Tempo pés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 1,955 0,205 0,000 1 0,060 0,000 0,020
2 0,000 0,075 0,085 2 0,200 0,200 0,210
3 0,000 0,000 0,000 3 0,000 0,000 0,000
4 0,000 0,000 0,955 4 0,295 0,310 0,860
5 0,090 0,110 0,160 5 0,000 0,020 0,070
6 0,420 0,550 0,310 6 0,000 0,000 0,085
7 0,400 0,440 0,390 7 0,190 0,480 NR

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor; NR= N&o realizado



APENDICE 13 — Quantificacdo de CCR5 no RNAm de culturas de CMSP, de
individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.
amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infeccéo.

Grupo Tempo poés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 0,00 0,000 1,733 1 0,053 0,000 0,123
2 0,00 0,000 0,000 2 0,000 0,000 0,000
3 0,00 0,386 0,000 3 0,000 0,000 0,000
4 0,00 1,957 0,000 4 0,000 0,000 0,000
5 0,00 0,000 0,060 5 0,590 0,000 0,000
6 0,43 0,100 0,150 6 0,000 0,000 0,000
7 NR NR NR 7 0,060 0,080 NR

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor; NR= N&o realizado

APENDICE 14 — Quantificacdo de CCR4 no RNAm de culturas de CMSP, de
individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.
amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infeccéo.

Grupo Tempo pés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 1,305 0,685 0,000 1 0,545 0,000 0,170
2 0,345 0,615 0,765 2 1,390 0,320 3,250
3 0,405 0,335 0,000 3 0,205 0,000 0,075
4 0,000 0,000 0,295 4 0,040 0,130 0,180
5 0,260 0,110 NR 5 0,000 0,000 0,020
6 0,140 0,000 0,020 6 0,140 0,045 0,000
7 0,000 0,000 0,000 7 0,260 0,105 NR

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor; NR= N&o realizado



APENDICE 15 — Quantificagdo de IL-12 nos sobrenadantes de culturas de CMSP,
de individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.
amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infecgéo.

Grupo Tempo poés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 39,900 5,300 24,900 1 5,330 0,510 7,700
2 NR 0,000 12,600 2 0,000 7,800 NR
3 0,000 0,000 0,000 3 10,200 0,500 0,000
4 5,300 37,400 15,100 4 0,000 NR NR
5 128,300 126,700 NR 5 2,900 10,200 22,500
6 22,100 17,000 NR 6 0,500 12,600 5,300
7 4,000 8,000 NR 7 140,000 37,800 NR

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor; NR= N&o realizado

APENDICE 16 — Quantificacdo de IL-13 nos sobrenadantes de culturas de CMSP,
de individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.
amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infecc¢éo.

Grupo Tempo pés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao
AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 1357 1137 1364 1 1131 1404 1412
2 1404 1498 2150 2 1525 1148 3254
3 1349 1498 2216 3 1341 1507 1633
4 1334 2057 2713 4 1334 1364 2494
5 1000 7000 NR 5 2339 3630 4922
6 1000 1000 NR 6 7046 9921 11169
7 0 8000 NR 7 10000 23000 NR

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor; NR= N&o realizado



APENDICE 17 — Quantificagdo de IL-10 nos sobrenadantes de culturas de CMSP,
de individuos sadios AR e BR, estimulados com promastigotas vivas de L.
amazonensis, com 12, 48 e 120 horas de infecgéo.

Grupo Tempo poés-infeccao Grupo Tempo pés-infeccao

AR 12h 48h 120h BR 12h 48h 120h
1 2527 4 57,8 610,1 1 885,0 1542,2 784,0
2 18,5 5046 11971 2 1700,0 1022,3 551,8
3 650,1 406,5 460,1 3 1011,0  806,6 835,0
4 579,2 1293,0 8241 4 1413,3 1366,1 996, 1
5 426,0 443,0 NR 5 507,7 1075,7 1253,2
6 581,0 403,0 NR 6 523,5 1526,8 1396,5
7 139,0 18,0 NR 7 995,0 792,0 NR

AR= Alto respondedor; BR= Baixo respondedor; NR= N&o realizado



