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Resumo

A leishmaniose de modo geral vem sendo amplamente estudada e
diversas questdes relacionadas aos aspectos imunologicos tém sido
abordadas como caracterizacdao e modulacdo da resposta imune. A linha de
pesquisa abordada nesta tese visa caracterizar a resposta imune a antigenos
recombinantes de Leishmania em pacientes com leishmaniose visceral e
leishmaniose tegumentar e, avaliar aspectos relacionados a modulacéo da
resposta imune na leishmaniose tegumentar.

No primeiro artigo, tendo em vista a dificuldade do diagndstico precoce
e correto da leishmaniose visceral, avaliamos a capacidade de trés antigenos
recombinantes (rH2A, KMP11 e Proteina “Q”) de Leishmania serem utilizados
em teste sorolégico e realizar o diagnéstico diferencial entre infecgdo sub-
clinica por L. chagasi e doenga. A sensibilidade e a especificidade do teste
sorolégico para diagnéstico da leishmaniose visceral foi de 100% para os trés
antigenos recombinantes estudados e em relagdo ao diagndstico diferencial
o KMP11 foi o antigeno que apresentou melhor capacidade de ser utilizado
para distinguir entre a doenga ativa e a infecg¢ao por L. chagasi.

Prosseguindo o estudo com antigenos recombinantes de Leishmania,
no segundo artigo, mas visando avaliar aspectos relacionados a modulac&o
da resposta imune em pacientes com leishmaniose cuténea e leishmaniose
mucosa, células mononucleares do sangue periférico destes pacientes foram
estimuladas com antigeno soluvel de Leishmania e adicionados os antigenos

recombinantes LACK e KMP11 — antigenos indutores de IL-10. Os resultados



encontrados mostraram que na leishmaniose cutdnea, ambos os antigenos
foram capazes de suprimir a resposta de IFN-y através da producgao de IL-10,
mas na leishmaniose mucosa essa supressdo nao foi observada, mesmo
havendo producédo de IL-10 pelos antigenos recombinantes.

Visando aprofundar o conhecimento da resposta imune em pacientes
com leishmaniose cutdnea e com leishmaniose mucosa, no terceiro artigo,
avaliamos o papel de moléculas co-estimulatérias, marcadores de ativacao
de células T na modulagcdo da resposta imune, além de determinar a
capacidade de citocinas (IL-2, IL-12, IL-15) e de CTLA-4 em modular a
produgdo de IFN-y. Observamos que a intensidade da resposta Th1 na
leishmaniose mucosa esta associada com o aumento do numero de células T
efetoras ativadas. E que, a modulagdo ndo apropriada dessas células e a
manutencao de uma resposta inflamatdria persistente leva ao dano tecidual
observado na leishmaniose mucosa.

Portanto, os resultados aqui apresentados contribuiram nas questdes
relacionadas aos aspectos imunologicos em grupos de pacientes com
leishmaniose visceral, leishmaniose cutanea e leishmaniose mucosa no que

se refere ao diagndstico sorologico e modulagéo da resposta imune.



1. Aspectos Epidemiolégicos e Clinicos das Leishmanioses

A leishmaniose é uma doenca infecto-parasitaria causada por um
protozoario intracelular obrigatério, do género Leishmania. Esta doenga se
apresenta sob um amplo espectro clinico e constitui-se um crescente
problema de Saude Publica, tendo cerca de 400 milhdes de pessoas
expostas a infeccdo, com uma incidéncia anual de 600.000 casos e uma
prevaléncia de 12 milhdes (WHO, 1998). A incidéncia anual da leishmaniose
visceral varia entre diferentes regides, com flutuagbes anuais e sazonais
(Badaro, Jones, Lorenco et al., 1986). Segundo a Organizagao Mundial de
Saude, a leishmaniose visceral acomete cerca de 500.000 pessoas a cada
ano (WHO, 1998) e 1.5 milhdo de pessoas / ano sdo acometidas pela
leishmaniose tegumentar em todo o mundo (WHO, 2003).

As diversas formas clinicas observadas em nosso meio sdo a
leishmaniose visceral, leishmaniose cutanea classica ou localizada,
leishmaniose mucosa, leishmaniose cutanea difusa e leishmaniose cutanea
disseminada. No Brasil, a forma clinica da leishmaniose mais comum é a
leishmaniose cuténea (Grimaldi, Tesh et al., 1989). A leishmaniose visceral
classica se caracteriza como uma forma grave e a leishmaniose visceral
oligossintomatica se caracteriza clinicamente por sintomatologia leve (mal
estar e diarréia) (Badaro, Jones, Lorenco et al., 1986); a leishmaniose
cutanea localizada se apresenta por lesdo unica ulcerada, com bordos
indurados eritematosos, preferencialmente em membros inferiores (Llanos

Cuentas, Cuba et al., 1984); na leishmaniose mucosa a lesdo nao se limita a



pele, atingindo também a mucosa, preferencialmente nas vias aéreas
superiores, acometendo especialmente o septo nasal (Llanos Cuentas, Cuba
et al., 1984); a forma difusa apresenta-se com lesdes leproides disseminadas
e acometimento discreto de mucosas (Costa, Marsden et al., 1986) e,
finalmente a forma disseminada ¢é caracterizada por multiplas lesdes
papulares e acneiformes, sendo elevado o envolvimento de mucosas
(Carvalho, Bacellar et al., 1994).

No Brasil, nos ultimos 20 anos, a incidéncia da leishmaniose aumentou
consideravelmente com epidemias em varios estados nas regides centro-
oeste, sudeste, nordeste e amazdnica (Gontijo e Carvalho EM, 2003). Na
regido nordeste s&o registrados cerca de 90% dos casos de leishmaniose
visceral no Brasil, tendo o estado da Bahia uma média de 500 - 600 casos
por ano, principalmente nas regides semi-aridas (Badaro, Jones, Lorenco et
al., 1986). No Brasil a leishmaniose visceral € causada pela L. chagasi e, nos
ultimos 20 anos deixou de ser uma doenca tipicamente rural e passou a ser
documentada nos grandes centros urbanos como Natal (Jeronimo, Oliveira et
al., 1994), Teresina (Costa, Pereira et al., 1990), e na localidade de Monte
Gordo, um vilarejo proximo a Salvador (Cunha, Freire et al., 1995).

No estado da Bahia, estudos epidemioldgicos, clinicos e imunoldgicos
tém sido realizados ha mais de 20 anos, em uma area endémica de
leishmaniose tegumentar, Corte de Pedra, registrando as maiores taxas de
incidéncia no estado, sendo 8.336 casos de leishmaniose cuténea e 348
casos de leishmaniose mucosa notificados no posto de saude desta

localidade entre os anos de 1987 e 2000. Todavia a real prevaléncia da



doenga no Brasil € dificil de ser estabelecida, devido as sub-notificacbes e
auséncia de diagndstico. No entanto, o aumento no numero de registros vem
aumentando e no ano 2000 o coeficiente de deteccao foi de 18,63/100.000
habitantes, segundo a Fundagao Nacional de Saude (FUNASA, 2000).

As diferentes espécies de Leishmania estao divididas geralmente nos grupos
de agentes causadores da doenca tegumentar (L. braziliensis, L.
amazonensis e L. mexicana no Novo Mundo e L. tropica e L. aeotipica no
Velho Mundo) e da doencga visceral (L. donovani, L. infantum e L. chagasi)
(Barral, Costa et al., 1995); (WHO, 1990). No Novo Mundo a doenga visceral
€ causada pela Leishmania chagasi, no Mediterraneo o agente causal é a
Leishmania infantum e na Africa e Asia a doenca é causada pela Leishmania

donovani (WHO, 1990).

1.1 Manifestagoes Clinicas da Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral, também denominada calazar, € uma doenca
que quando ndo tratada, na maioria das vezes, é fatal.

A leishmaniose visceral € uma doenga grave, debilitante, tendo como
aspectos clinicos febre prolongada, perda de peso, anemia,
hepatoesplenomegalia e hipergamaglobulinemia. Os individuos infectados
por L. chagasi podem permanecer assintomaticos, apresentando a forma
sub-clinica da infeccdo ou evoluirem diretamente para a forma classica da
doencga (Badaro, Jones, Carvalho et al., 1986). Estudos prévios realizados

em areas de transmissao de L. chagasi no Brasil indicam que menos de 15%



dos individuos infectados irdo desenvolver a forma classica da leishmaniose
visceral (Evans, Teixeira et al., 1992; D'Oliveira Junior, Costa et al., 1997). A
maioria dos individuos infectados pode permanecer completamente
assintomatica ou apresentar uma forma oligossintomatica da doenca.
Individuos com infeccado oligossintomatica podem desenvolver a doencga
polisintomatica, progressiva, meses depois da soro conversao ou podem
resolver a infecgdo apds um ou dois anos sem tratamento (Badaro, Jones,
Carvalho et al.,, 1986). A forma assintomatica ocorre na maioria dos
individuos residentes em area endémica, os quais apresentam resultados
positivos no teste intradérmico a antigenos de Leishmania e/ou nos testes
sorolégicos para anticorpos anti-Leishmania, sem apresentar sinais clinicos
de doencga. A forma oligosintomatica apresenta-se com sintomas moderados
de febre, hepatomegalia e mal-estar associados ao teste sorolégico positivo.
Nestes casos, a investigagado de parasito em aspirado de medula 6ssea é
geralmente negativa. Os individuos com a forma sub-clinica e os pacientes
oligosintomaticos podem evoluir para cura espontédnea ou progredir para a
doenca (Badaro, Jones, Lorenco et al., 1986).
1.1.1 Diagnéstico da Leishmaniose Visceral

O teste de referéncia para diagndstico da leishmaniose visceral é a
demonstracao do parasito em material obtido de biépsia da medula éssea ou
de baco. Entretanto, esses métodos sao invasivos, requerem hospitalizacédo
e podem ser associados a complicagdes. O exame parasitologico de aspirado
de medula 6ssea tem baixa sensibilidade e embora a identificacdo do

parasito no aspirado esplénico apresente uma melhor sensibilidade, existem



fatores limitantes a realizagcdo do procedimento, que incluem tamanho do
baco (esplenomegalia) por causa do risco de sangramento e ruptura, numero
reduzido de plaquetas (<20.000) devido ao risco de sangramento e disturbio
na coagulagéo.

Os testes soroldgicos tém sido de grande importancia para a avaliagao
diagndstica de pacientes com suspeita de leishmaniose visceral. Para o
controle das complicagcbes da doenga € essencial que o diagnostico da
leishmaniose visceral seja precoce, sendo alguns testes soroldégicos como
imunofluorescéncia indireta, ensaio imuno - enzimatico (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay - ELISA) e o teste de aglutinagao direta (DAT) os mais
utilizados no diagndstico dos casos, onde a pesquisa do parasito nao pode
ser realizada, sendo os métodos soroldégicos os mais empregados nos
estudos epidemiolégicos (Badaro, Jones, Carvalho et al., 1986; Badaro,
Jones, Lorenco et al., 1986; Reed, 1996). O diagndstico soroldgico se baseia
na deteccdo de anticorpos séricos especificos. Cada teste soroldgico
apresenta suas peculiaridades, revelando pontos positivos e negativos. O
ELISA, o DAT e a imunofluorescéncia indireta demonstram altos titulos de
anticorpos especificos para Leishmania na maioria dos pacientes. No
entanto, o principal obstaculo da maioria, se ndo de todas as técnicas para
imunodiagndstico da leishmaniose, € a reagdo cruzada com Trypanosoma
cruzi, o agente causal da doencga de Chagas (Reed, Badaro et al., 1987).

O teste de ELISA foi introduzido para o diagnostico da leishmaniose
visceral por Hommel e colaboradores em 1978 (Hommel, Peters et al., 1978).

Este grupo estudou soros caninos e humanos provenientes do sul da Franga



que foram testados com um antigeno preparado de Leishmania infantum.
Seus resultados demonstraram que a reagao foi sensivel (90%) e especifica
(87%) para a leishmaniose visceral humana (Hommel, Peters et al., 1978).
Os testes sorologicos convencionais para detecgdo de anticorpos da
classe IgG contra antigenos de Leishmania sao considerados simples,
rapidos e ndo invasivos. Testes soroldgicos para diagnostico da leishmaniose
visceral em geral sdo altamente sensiveis (> 90%) (Senaldi, Xiao-Su et al.,
1996). No entanto, esses testes tém especificidade limitada. De um lado,
resultados falso-positivos podem ser obtidos devido a reagdo cruzada com
antigenos existentes com agentes causadores de outras doencgas infecciosas
endémicas em regides onde a leishmaniose visceral € documentada. Por
outro lado, estes testes ndo tém a capacidade de distinguir a infecgdo da
doencga clinica. Modificagbes dos antigenos usados para o teste de
aglutinagao direta (Zijlstra, Daifalla et al., 1998) e para a técnica de ELISA
(Badaro, Benson et al., 1996) tém sido reportadas como sendo bem
sucedidas em eliminar os resultados falso-positivos. Variacbes na
sensibilidade do ELISA de acordo com o tipo do antigeno tém sido
reportadas. Adicionalmente, mesmo apds o tratamento da leishmaniose
visceral, os resultados dos testes soroldgicos deste pacientes continuam

apresentando altos niveis de anticorpos.



1.2 Manifestagoes Clinicas da Leishmaniose Tegumentar

A leishmaniose tegumentar € constituida por manifestagdes clinicas
diversas da doencga, representadas pela leishmaniose cutanea, leishmaniose
mucosa, leishmaniose disseminada e leishmaniose cutanea difusa. A
leishmaniose cutdanea € muito frequente no Brasil (Grimaldi, Tesh et al.,
1989). A leishmaniose cutanea localizada é a forma predominante de
apresentagao da doencga, caracterizada na maioria dos casos por lesdo unica
ulcerada, com bordas elevadas, indurada e eritematosa, situando-se
principalmente em locais expostos do corpo. Em areas de transmisséao de L.
braziliensis a doencga ocorre principalmente em membros inferiores, mas
também podem ser encontradas lesbes ulceradas em tronco, membro
superior ou face. Embora caracteristicamente a lesdo seja unica, em alguns
casos, podem estar presentes duas ou mais lesdes clinicamente ativas. Em
algumas oportunidades podem ser documentadas mais de uma lesdo e mais
raramente a doenca inicia com uma unica lesao e aparecem lesdes satélites
posteriormente (Llanos Cuentas, Cuba et al., 1984).

A leishmaniose cutanea disseminada distingue-se por apresentar lesdes
papulares e acneiformes, e elevado envolvimento de mucosas (Carvalho,
Bacellar et al., 1994). Inicialmente a doenga foi associada a L. amazonensis,
mas, nos ultimos 10 anos na area endémica de Corte de Pedra, os casos de
leishmaniose disseminada tém sido relacionados com a L. braziliensis
(Turetz, Machado et al., 2002). A leishmaniose disseminada apresenta

aspectos clinicos, imunologicos e imunopatologicos distintos tanto da



leishmaniose cutanea localizada como da leishmaniose cutanea difusa. A
doenca é observada principalmente em adultos e se caracteriza pela
presenca de lesdes acneiformes que evoluem para formas ulceradas. Por
outro lado, cerca de 40% dos pacientes com leishmaniose disseminada
apresentam doenga mucosa (Turetz, Machado et al., 2002).

A leishmaniose cutanea difusa se caracteriza por nédulos multiplos,
podendo também ser encontradas lesdes tuberosas, placas e raramente
exulceragdes, havendo do ponto de vista histopatolégico um acumulo de
macrofagos nas lesbes e uma abundancia de parasitos (Barral-Netto, Barral
et al., 1995). A reacdo de Montenegro € negativa e os pacientes nao
respondem ao tratamento ou apresentam cura transitoria.

Em cerca de 5% dos pacientes com leishmaniose cutanea,
concomitante a doenga na pele, pode ser detectada a forma mucosa da
doenga, mesmo meses ou anos apos a cura. A leishmaniose mucosa esta
relacionada a lesdes cutaneas multiplas ou extensas lesées acima da cintura
pélvica e ao tratamento ndo apropriado da doenga cutanea (Llanos Cuentas,
Cuba et al., 1984). A doenga acomete predominantemente a mucosa nasal,
porém o palato mole, o palato duro, a gengiva, os labios e a faringe podem
ser comprometidos (Llanos Cuentas, Cuba et al., 1984). Desta forma a
leishmaniose mucosa pode apresentar complicacbes importantes, inclusive
lesdes desfigurantes na face. Os pacientes coma doenga nao respondem ao
tratamento padrdo, sendo este dado amplamente documentado (Carvalho,

Johnson et al., 1985).



Estudos epidemioldgicos realizados em areas endémicas de
leishmaniose tegumentar tém mostrado que cerca de 10% dos individuos
residentes nessas localidades apresentam teste de hipersensibilidade tardia
tipo IV para antigeno do parasito, mas nao tém evidéncia clinica de doenga
(Follador, Araujo et al., 2002). Estes individuos tém sido considerados como
portadores da forma assintomatica da infec¢cdo causada pela L. braziliensis

(Follador, Araujo et al., 2002).

2. Resposta Imune nas Leishmanioses

2.1  Resposta Imune na Leishmaniose Experimental

Estudos em modelos experimentais mostraram que a populagdo de
células T CD4+ é heterogénea e constituida de células que podem ser
separadas em linhagens Th1 ou Th2, de acordo com o padrdo de citocina
secretada (Cherwinski, Schumacher et al., 1987).

Muitas questdes relacionadas com a resposta imune a leishmaniose vém
sendo esclarecidas em modelos experimentais murinos e modelos que
utilizam células T regulatérias. Os modelos murinos mais empregados nos
estudos de leishmaniose sdo os que utilizam camundongos BALB/c e
C57BL/6. Os sistemas imunes dessas linhagens de camundongos
desenvolvem diferentes respostas contra a infecgdo por L. major. O BALB/c
desenvolve uma resposta essencialmente Th2, o que lhe confere

susceptibilidade a infeccdo. No C57BL/6 uma resposta essencialmente Th1



conferindo resisténcia a infecgdo (Bogdan, Gessner et al., 1993; Liew e
O'Donnell, 1993; Reed e Scott, 1993; Titus, Theodos et al., 1994; Reiner e
Locksley, 1995). Cada uma dessas respostas desencadeadas pelo sistema
imune apresenta caracteristicas préprias, incluindo o ambiente de citocinas.
Numa resposta Th1 o ambiente de citocinas é constituido pela interleucina-2
(IL-2), interleucina-3 (IL-3), linfotoxina (TNF-),GM-CSF e IFN-y e, na
resposta Th2 predominam IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13.

A susceptibilidade a infeccdo por L. major no camundongo BALB/c esta
relacionada com baixa produgao de interferon gama (IFN-y) e altos niveis de
interleucina-4 (IL-4), o que direciona uma resposta Th2 e leva a progresséo
da doencga (Bogdan, Gessner et al., 1993; Liew e O'Donnell, 1993; Reed e
Scott, 1993; Titus, Theodos et al., 1994; Reiner e Locksley, 1995). Tem sido
proposto que no camundongo BALB/c, uma linhagem unica de células T
CD4+ possui um receptor especifico (Vp4Va8) que reconhece o LACK -
receptor homologo de Leishmania para proteina kinase ativada. Esta
linhagem de células é responsavel pelo aumento da producdo de IL-4 no
BALB/c devido a baixa afinidade de seus receptores de células T por
peptideo-MHC (Kopf, Brombacher et al., 1996).

No camundongo C57BL/6 infectado por Leishmania, o IFN-y é uma
citocina que esta presente em altos niveis, caracterizando resisténcia a
infeccdo e associando-se a cura.

Em camundongos BALB/c infectados por L. major, a citocina IL-4 pode

inibir a protecao conferida pelo IFN-y (Lehn, Weiser et al., 1989; Liew, Millott



et al., 1989), e os camundongos desta mesma linhagem infectados por L.
braziliensis produzem niveis significativamente mais baixos de IL-4 do que o
BALB/c infectado por L. major. Portanto, o camundongo BALB/c infectado
por L. braziliensis deve controlar a infeccdo somente com os niveis de IFN-y

que eles produzem (Titus, Theodos et al., 1994).

2.2 Resposta Imune na Leishmaniose Visceral Humana

A leishmaniose visceral € uma forma associada com uma variedade de
alteragdes imunoldgicas, como uma supressao especifica da resposta imune
celular a antigenos de Leishmania, e a auséncia de produgéo in vitro de IFN-y
e IL-2 (Carvalho, Barral et al, 1992). Devido a essas disfungdes
imunoldgicas, os pacientes apresentam uma forma grave da doenga e, se
nao tratados com tratamento eficaz, podem evoluir para a morte (Badaro,
Jones, Carvalho et al., 1986).

O controle e a cura da leishmaniose sdo dependentes da resposta
imune celular, e a auséncia desta se associa com multiplicagcdo e
disseminacdo do parasito, como observado na leishmaniose visceral e na
leishmaniose cutanea difusa. A auséncia de uma resposta imune celular na
leishmaniose visceral contrasta com os altos titulos de anticorpos que néao
tém papel protetor na infeccao (EI Amin, Wright et al., 1986; Ghosh, Dasgupta
et al., 1995; Shiddo, Huldt et al., 1996), mas sdo importantes marcadores de
infeccdo e de doenca. Em virtude da limitagdo existente para a

documentacdo de parasitos, a presenca de um quadro clinico tipico de



doenga associado a documentacdo de anticorpo contra antigenos
parasitarios € um critério amplamente aceito para diagnodstico da
leishmaniose visceral (Carvalho, Barral et al, 1992). Pacientes com
leishmaniose visceral tém niveis elevados de IL-4 no soro, (Zwingenberger,
Harms et al., 1990), além disso, células mononucleares do sangue periférico
(CMSP) destes pacientes nao proliferam ou produzem IFN-y em resposta ao
estimulo com antigeno de Leishmania (Carvalho, Badaro et al., 1985). A IL-
10 por sua vez inibe a produgao de IFN-y (Fiorentino, Bond et al., 1989) e age
sinergisticamente com IL-4 na inibicado da hipersensibilidade tardia (Powrie,
Menon et al., 1993). Apds a cura terapéutica os pacientes com leishmaniose
visceral restauram a resposta linfoproliferativa, suas células passam a
produzir IFN-y e IL-2 in vitro (Carvalho, Teixeira et al., 1981; Carvalho,
Badaro et al., 1985), ocorrendo também um aumento na producédo de IL-1 e
de TNF-a (Ho, Badaro et al., 1992).

A leishmaniose visceral € uma doenga complexa associada com muitos
fatores que podem causar imunossupressao, com a presenca de complexos
imunes circulantes (Carvalho, Andrews et al., 1983; Galvao-Castro, Sa
Ferreira et al., 1984).

Nos pacientes com leishmaniose visceral a principal deficiéncia imune é
a incapacidade de desenvolver uma resposta Th1, que € a responsavel pelo
controle da infecgao (Carvalho, Badaro et al., 1985). A IL-12 é a citocina mais
importante neste tipo de resposta, a auséncia desta citocina pode ser um

fator importante nas alteragdes imunoldgicas observadas na leishmaniose



visceral (Bacellar, D'Oliveira et al., 2000); uma vez que é a IL-12 que
determina a derivagdo para uma resposta Th1. Nos individuos com infecgéo
assintomatica, ou com a forma oligosintomatica que evolui para cura, pode
ser detectada uma resposta Th1 com produgéo de IL-2 e de IFN-y (Carvalho,
Barral et al., 1992). Nos pacientes que evoluem para a leishmaniose visceral,
mesmo na fase inicial da infec¢do, a resposta Th1 esta ausente (Carvalho,
Barral et al., 1992). A IL-12 e a IL-10 s&o citocinas chaves em determinar a
resposta imune na infeccdo por L. chagasi. A adicdo de IL-12 e a
neutralizacdo da IL-10 utilizando anticorpos monoclonais especificos
restauram a proliferagao linfocitaria e a produgao in vitro de IFN-y de linfocitos
de pacientes com leishmaniose visceral. Diferentemente, a adicdo de IL-10
em cultura de células de pacientes curados de leishmaniose visceral suprime
essas funcodes linfocitarias. A adicdo da IL-10 bloqueia também in vitro a
capacidade da IL-12 de restaurar a produgao de IFN-y (Bacellar, D'Oliveira et

al., 2000).

2.3 Resposta Imune da Leishmaniose Tegumentar Humana

Assim como em camundongos, no homem, o controle da infeccao
contra a Leishmania é mediado por células Th1, através da ativacdo de
macrofagos por IFN-y. Contudo, a doenga humana é ainda mais complexa,
devido ao espectro clinico e imunolégico amplo e pelas diversas variagbes do

ambiente, do parasito ou do hospedeiro, as quais podemos citar: 1- variagoes



nas populagcdes ou no numero de vetores transmissores. 2- tamanho do
in6culo de parasitos. 3- efeito da saliva dos fleb6étomos na infecgéo inicial. 4-
espécies, cepas e variagdes geneéticas do parasito. 5- estado nutricional do
hospedeiro. 6- co-infecgbes. 7- variagbes genéticas do hospedeiro que
interfiram na resposta imune. Alguns desses aspectos vém sendo estudados
e tém demonstrado que uma deficiéncia da resposta imune Th1, protetora,
esta relacionada com multiplicagao do parasito, estando associada as formas
mais graves de leishmaniose, como na leishmaniose visceral e na
leishmaniose cutédnea difusa. Nessas formas clinicas, a auséncia da
producao de IL-2 e IFN-y foi bem documentada (Carvalho, Badaro et al.,
1985; Barral, Costa et al., 1995), e que resulta em uma deficiéncia de
ativacdo de macrofagos e disseminagdo do parasito. Na leishmaniose
cutédnea e na leishmaniose mucosa ha uma forte resposta Th1, a qual esta
associada ao controle da multiplicagdo do parasito (Ribeiro-De-Jesus,
Almeida et al., 1998); (Bacellar, Lessa et al., 2002). A forma mucosa da
doenga é ainda mais agressiva, sendo a resposta Th1 mais intensa do que
na leishmaniose cutanea (Bacellar, Lessa et al., 2002). Como ocorre em
outras doencgas infecciosas e parasitarias, o estudo da resposta imune de
individuos que apresentam uma resposta imune a infecgdo, e que nao
desenvolvem doenga aparente, consiste numa boa forma de entender os
mecanismos imunoldgicos de protegéo contra a infecgao.

Os individuos infectados pela Leishmania podem responder de
diferentes maneiras a infecgdo, deflagrando padrdes distintos de resposta

imune que podem resultar em um amplo espectro de manifestagdes clinicas.



As citocinas produzidas por células Th1 resultam da presenga de
moduladores secretados pelas células Th2 e vice-versa. Desta forma, a
predominancia do padrao de citocina secretada apoés a infeccao pelo parasito
pode ter relagdo com a imunopatogénese de determinadas doencgas
(Mosmann, Cherwinski et al., 1986). As citocinas associadas com a resposta
do Th1 (IL-2, IFN-y e TNF-B) sdo responsaveis pela imunidade mediada por
células e estdo envolvidas com o fendmeno de hipersensibilidade tardia. A
resposta do Th2 se caracteriza pela producéo de citocinas como a IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10 e IL-13, que se associam com a resposta humoral. A IL-4 parece
mediar multiplas fung¢des biolégicas numa variedade de tipos celulares,
sendo inicialmente descrita como um fator estimulador de células B e, além
disso estimula a proliferagdo de células T e sinergiza com a IL-13 para
otimizar o crescimento de mastécitos (Lehn, Weiser et al, 1989).
Conjuntamente com a IL-13, a IL-4 se constitui também no principal estimulo
para o linfocito B se diferenciar em célula produtora de imunoglobulina E.

O principal mecanismo de defesa contra a Leishmania é a imunidade
celular, uma vez que este parasito € fagocitado pelos macréfagos. Nestas
células o parasito modula e inibe a resposta macrobicida assim como
influencia a resposta imune adaptativa. Em infecgbes por Leishmania, ocorre
inicialmente estimulacdo da produgdo de IFN-y pelas células NK por um
mecanismo dependente de IL-12. Assim, no curso da doenga, essas ceélulas
podem ser a fonte inicial de IFN-y, critica para a contengdo da proliferagéo

parasitaria (Gorak, Engwerda et al., 1998).



Muitas evidéncias mostram que as citocinas IFN-y e TNF-a sdo
importantes para o controle da leishmaniose, controlando a multiplicagdo do
parasito, mas também podem estar envolvidas na patogénese da doenca.

A magnitude da resposta imune na leishmaniose cutédnea depende
sobretudo da duracdo da doenca, espécie do parasito e espécie do vetor
envolvidos (Carvalho, Correia Filho et al., 1995). Pacientes com leishmaniose
cutanea apresentam resposta imune caracterizada por forte resposta celular
com evidéncia de altos niveis de citocinas Th1 (IL-2 e IFN-y), teste de
Montenegro positivo e alta resposta linfoproliferativa em presenca de
antigeno de L. braziliensis ou L. amazonesis (Carvalho, Badaro et al., 1985).
Estudos prévios avaliando pacientes com leishmaniose cutdnea tém
documentado que a resposta de célula T, determinada por hipersensibilidade
tardia e proliferagao linfocitaria, € preservada nesta doenga (Castes, Agnelli
et al., 1983; Carvalho, Johnson et al., 1985).

Individuos com leishmaniose mucosa representam o polo hiperérgico da
doenga, com altos niveis de TNF-a e IFN-y, resposta linfoproliferativa e
resposta ao teste de Montenegro maiores do que aqueles encontrados nos
pacientes com leishmaniose cutanea (Ribeiro-De-Jesus, Almeida et al.,
1998). Esses dados, em conjunto, sugerem que a resposta imunoldgica
elevada e ndao modulada esta envolvida na patogénese desta doenga. Os
motivos pelos quais pacientes com leishmaniose cutanea ou leishmaniose
mucosa apresentam resposta imune acentuada e ndo modulada ndo é bem

elucidado. Multiplos fatores podem contribuir para a hiperativagao da



resposta imunoldgica nesses pacientes, dentre eles: 1- desequilibrio entre os
sinais co-estimulatorios positivos (B7-CD28), (CD40-CD40L) e negativos (B7-
CTLA-4). 2- aumento da produgédo de citocinas envolvidas na ativagao e
proliferacao linfocitaria (IL-2, IL-12 e IL-15). 3- diminuigcdo da apoptose e a

alta frequéncia de células T ativadas.

24 Resposta imune a antigenos especificos de Leishmania

Alguns antigenos recombinantes de Leishmania induzem resposta
imune Th1 e outros induzem uma resposta Th2, estes estimulando
principalmente a producédo de IL-10. A maioria dos estudos sobre antigenos de
Leishmania tem como objetivo identificar moléculas do parasito que induzem
uma resposta Th1 e podem consequentemente serem utilizadas em vacinas
(Skeiky, Kennedy et al., 1998), baseado no conhecimento de que essa
resposta estd envolvida na ativagdo de macrofagos e conseqientemente
destruicdo da Leishmania e controle da infeccao.

Dentre os antigenos recombinantes indutores de resposta Th1,
destacam-se o LelF (Leishmania homologue of the eukaryotic initiation factor)
que induz producéao de IL-12 (Skeiky, Guderian et al., 1995; Skeiky, Kennedy et
al., 1998) contribuindo para a diferenciagao de células ThO para células Th1. A
Gp63 é uma metaloprotease expressa em abundancia nas varias espécies de
Leishmania, capaz de induzir proliferagao linfocitaria e produgéo de IFN-y em

pacientes com leishmaniose cutanea e leishmaniose mucosa, em individuos



curados de leishmaniose (Russo, Burns et al., 1991), assim como em
camundongos (Walker, Scharton-Kersten et al., 1998).

Ainda em relagdo a antigenos indutores de resposta imune Th1, com
produgéao de IFN-y, estdo os antigenos H2A e a Proteina “Q”.

O H2A ¢é uma histona presente em promastigotas de Leishmania
infantum com massa molecular de 14 kDa (Soto, Requena et al., 1992; Nieto,
Garcia-Alonso et al., 1999) que foi utilizada na forma recombinante (rH2A) para
imunodiagnostico de caes infectados por L. infantum. Esta histona & mais
abundante em formas promastigotas na fase logaritimica de crescimento (Soto,
Requena et al., 1992; Soto, Requena et al., 1995; Berberich, Requena et al.,
1997; Berberich, Machado et al., 1998). Em caes infectados com L. infantum foi
documentada alta reatividade soroldgica contra a histona H2A, indicando que
anticorpos anti-histona podiam estar envolvidos no processo patologico
direcionando para a progressao da doenca (Nieto, Garcia-Alonso et al., 1999).

O antigeno recombinante proteina “Q” € uma proteina quimérica
formada pela fusdo genética de cinco determinantes antigénicos de quatro
proteinas de Leishmania: LiP2a, LiP2b, Lip0O e a histona H2A. Os fragmentos
que formam este antigeno recombinante, a proteina “Q”, sao altamente
imunogénicos durante a infecgdo natural por L. infanfum em cées (Soto,
Requena et al., 1998).

Recentemente foram produzidos alguns antigenos recombinantes fortes

indutores de IL-10, que sao reconhecidos por anticorpos e tém potencial de



serem utilizados em testes sorolégicos como o ELISA e em vacinas contra
Leishmania.

O LACK e o KMP11, antigenos recombinantes de Leishmania, induzem
uma resposta Th2. O LACK (Leishmania homologue of the mammalian
receptor for activated C kinase-reactive) constitui cerca de 0,03% do total de
proteinas da Leishmania e sua expressao € essencial para que ocorra
infeccdo. O KMP11 é uma proteina de membrana com massa molecular de 11
kDa que foi primeiramente descrita em L. donovani (Jardim, Funk et al., 1995;
Jardim, Hanson et al, 1995). Em 1997, Berberich e colaboradores
desenvolveram estudos para analisar aspectos moleculares e imunolégicos da
proteina KMP11 em L. infantum (Berberich, Requena et al., 1997), sendo esta
proteina utilizada posteriormente no diagndstico de caes infectados
naturalmente por L. infantum (Nieto, Garcia-Alonso et al., 1999).

A maioria dos estudos com proteinas recombinantes de Leishmania tem
como objetivo identificar antigenos que possam ser utilizados em testes
sorolégicos para diagnéstico ou que induzam uma resposta Th1l e
consequentemente possam ser usados em vacinas (Skeiky, Kennedy et al.,
1998).

O principal objetivo desse trabalho foi caracterizar a resposta imune
para alguns antigenos recombinantes de Leishmania e investigar aspectos
relacionados com a modulacdo da resposta imune na leishmaniose

tegumentar.



3. Objetivo Geral
Caracterizar a resposta imune a antigenos recombinantes de
Leishmania e identificar aspectos relacionados a modulagdo da resposta

imune na leishmaniose tegumentar.

3.1 Objetivos Especificos
3.1.1 Avaliar a eficacia de testes sorolégicos com antigenos

recombinantes de Leishmania rH2A e KMP11 para identificar infec¢ao

sub-clinica por L. chagasi e leishmaniose visceral.

3.1.2 Avaliar o potencial de antigenos recombinantes de Leishmania
(LACK e KMP11) em modular a produgéao de IFN-y em pacientes com

leishmaniose cutanea e leishmaniose mucosa.

3.1.3 Avaliar o papel das moléculas co-estimulatérias (HLA-DR, CD8O0,
CD86, CD40, CD40L e CTLA-4) na modulagao da resposta imune na

leishmaniose tegumentar.

3.1.4 Determinar o papel das citocinas IL-2, IL-12 e IL-15 em modular
a producdo de IFN-y em pacientes com leishmaniose cutanea e com

leishmaniose mucosa.



4. Relevancia:

Estudos utilizando antigenos recombinantes no diagndstico sorologico
da leishmaniose vém sendo desenvolvidos e os resultados que se tem
observado demonstra que este caminho a ser seguido pode revelar um
método diagnostico simples, eficiente, sensivel e capaz de atuar como
marcador de resposta terapéutica. Portanto, um estudo que caracterize a
resposta imune a antigenos recombinantes de Leishmania se torna relevante.

O principal mecanismo de defesa contra a Leishmania é a imunidade
celular, uma vez que este parasito € fagocitado pelos macrofagos. Tem sido
demonstrado que a deficiéncia de uma resposta imune Th1 esta relacionada
com multiplicagéo do parasito e, consequentemente com as formas graves da
leishmaniose. Tem sido sugerido que a resposta imunologica elevada e nao
modulada esta envolvida na patogénese da doenga mucosa. Multiplos fatores
podem contribuir para a intensa resposta imunoldgica nesses pacientes
como, o desequilibrio entre os sinais co-estimulatérios positivos e negativos,
0 aumento da producgado de citocinas envolvidas na ativagao e proliferacédo
linfocitaria. Entdo, torna-se relevante o estudo do papel de moléculas co-
estimulatorias (B7 — CD28; CD40 — CD40L; B7 — CTLA-4), determinar o papel
das citocinas (IL-2, IL-12 e IL-15) envolvidas na ativacdo e proliferagédo

linfocitaria em pacientes com leishmaniose cutanea e leishmaniose mucosa.



5. Publicagao 1
A hipétese desse estudo é que antigenos recombinantes de Leishmania
podem ser usados em diagnéstico sorolégico e servir como marcadores

de atividade de doeng¢a na leishmaniose visceral.

Resumo da Publicacao 1:

Recombinant Leishmania antigens for serodiagnosis of visceral leishmaniasis.

Testes soroldégicos com antigeno bruto ou recombinante de
Leishmania sao importantes ferramentas para o diagnéstico da infecgéo por
Leishmania. Entretanto, anticorpos para estes antigenos ndo s&do marcadores
de atividade de doencga, desde que sao frequentemente observados em
individuos com infecgao sub-clinica por L. chagasi e apos tratamento esses
anticorpos apresentam queda nos seus niveis. Nesse estudo, a resposta
imune de anticorpo IgG contra trés antigenos recombinantes de Leishmania
(rH2A, KMP11 e proteina “Q”) foram avaliados no soro de individuos com
infec¢ao sub-clinica por L. chagasi, individuos sadios ndo-residentes em area
endémica, pacientes com doenca de Chagas e em pacientes com
leishmaniose visceral (LV) antes e apods o tratamento, utilizando o ELISA. A
sensibilidade do teste soroldogico para diagndstico da LV no grupo de 37
soros foi de 100% com os trés antigenos. Os titulos de anticorpos 1gG
especificos para os antigenos avaliados cairam significativamente apds o

tratamento. Enquanto a maioria dos individuos com infecgao sub-clinica por



L. chagasi tém anticorpos para rH2A e para a proteina “Q”, somente 1 de 15
individuos teve anticorpos para o KMP11. Esses dados indicam que o
KMP11 pode ser utilizado para distinguir infecgdo sub-clinica por L. chagasi
de leishmaniose visceral ativa, além de poder servir como marcador

sorolégico de resposta terapéutica.



6. Publicacao 2
A hipétese do presente estudo é que antigenos recombinantes com
propriedades imuno modulatérias sdo capazes de modular a resposta

inflamatéria de pacientes com LM ou LC.

Resumo da Publicacao 2:

Effect of LACK and KMP11 on IFN-y production by peripheral blood
mononuclear cells from cutaneous and mucosal Leishmaniasis.

As propriedades imuno moduladoras dos antigenos recombinantes
Kinetoplasmideo proteina de membrana — 11 (KMP11) e receptor homologo
para proteina C kinase ativada da Leishmania (LACK) em pacientes com
leishmaniose cutanea (LC) e em pacientes com leishmaniose mucosa (LM)
foram avaliadas. A média das concentragdes de interferon-y (IFN-y) nos
sobrenadantes de culturas de células mononucleares do sangue periférico
(CMSP) estimuladas com antigeno soluvel de Leishmania (SLA) de pacientes
com LM e LC foram 5625 + 2333 pg/ml e 4422 + 3665 pg/m,
respectivamente. IFN-y n&o foi detectado em sobrenadantes de CMSP
estimuladas com KMP11 ou LACK. A concentragao de interleucina-10 (IL-10)
em sobrenadantes de CMSP estimuladas com SLA, KMP11 e LACK em
pacientes com LM foi 13 + 12 pg/ml, 285 + 388 pg/ml e 802 + 483 pg/ml,
respectivamente. A adicdo de KMP11 ou LACK as CMSP, estimuladas com
SLA, de pacientes com LC e LM aumentou a producéo de IL-10 (P<0.05). A

adicao de KMP11 diminuiu as concentragdes de IFN-y em 52% em pacientes



com LC e em 19% de pacientes com LM. A adigdo de LACK as culturas
estimuladas com SLA diminuiu as concentragdes de IFN-y em 58% nos
pacientes com LC e em 30% nos pacientes com LM. A neutralizagéo de IL-10
inibiu o efeito modulador do LACK e do KMP11sobre a produgéo de IFN-y. A
capacidade moduladora do LACK e do KMP11 pode servir para atenuar as
doencgas inflamatorias crénicas. Entretanto, em algumas condi¢des clinicas,
como demonstrado na LM, estas moléculas n&o sao capazes para suprimir a

resposta de IFN-y, mesmo induzindo a produgéo de IL-10.



7. Publicagao 3
A hipotese desse estudo é que na leishmaniose mucosa a diferenciagao
de células T nao é apropriadamente modulada e a manutengcao de uma

resposta inflamatéria persistente leva ao dano tecidual.

Resumo da Publicacao 3:

Differential Immune Regulation of Activated T Cells Between Cutaneous and

Mucosal Leishmaniasis as a Model for Pathogenesis.

Na leishmaniose cutdanea e mucosa existe uma predominancia da
resposta imune Th1 e forte resposta inflamatéria no sitio da lesdo com
poucos parasitos. Essa intensa resposta Th1 €& mais evidente na
leishmaniose mucosa quando comparada com a leishmaniose cutanea e
varios fatores imunolégicos podem explicar os mecanismos envolvidos nesse
processo. No presente estudo, a freqUéncia de células expressando
moléculas co-estimulatérias e marcadores de ativacdo de células T foram
avaliados nos dois grupos de pacientes — leishmaniose mucosa e
leishmaniose cutédnea. Adicionalmente, a capacidade dos anticorpos, a-IL-2,
a-1L-12 e a-IL-15, para neutralizar as seguintes citocinas IL-2, IL-12 e IL-15 e
modular a produgdo de IFN-y em sobrenadantes de cultura de células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) estimuladas com antigeno de
Leishmania (SLA) e PPD foi determinada. Nenhuma diferenga foi encontrada

na freqiéncia de mondcitos expressando HLA-DR ou moléculas co-



estimulatorias (CD80, CD86, CD40 ou CD40-L). Interessantemente, no grupo
de leishmaniose cuténea, anti-IL-2 e anti-IL-15 suprimiram significativamente
a producgao de IFN-y antigeno-especifica nas CMSP, enquanto que no grupo
de leishmaniose mucosa somente anti-IL-2 suprimiu a produgao de IFN-y.
Além disso, a supressdo da producdo de IFN-y por anti-IL-2 no grupo de
leishmaniose cutanea foi mais significativa do que no grupo de leishmaniose
mucosa (P< 0.05). Finalmente, a alta frequéncia de células T CD4+
expressando os fenotipos CD28-, CD69+ e CD62L,,, foram observados em
leishmaniose mucosa quando comparados com leishmaniose cutanea. Esse
dado indica que a resposta Th1 intensa na leishmaniose mucosa é regulada
diferencialmente em relacédo a leishmaniose cutanea e esta associada com o
aumento do numero de células T ativadas. A nossa hipotese € que essa
diferenciacédo de células T ndo é apropriadamente modulada e a manutencgéo
de uma resposta inflamatéria persistente leva ao dano tecidual observado na

leishmaniose mucosa.



8. Discussao

Essa tese é composta por trés publicagdes, as quais apresentam
resultados de uma linha de pesquisa que visa avaliar aspectos relacionados
a resposta imune na leishmaniose.

A primeira publicagdo teve como objetivo avaliar a capacidade dos
testes sorolégicos com antigenos recombinantes de Leishmania (rH2A e
KMP11) de servir no diagnostico diferencial entre os pacientes com
leishmaniose visceral e os individuos com infec¢ao sub-clinica por L. chagasi.

A leishmaniose visceral € uma doenga que, mesmo com tratamento
eficiente, ainda possui um alto indice de letalidade. Este fato se deve a falha
de um diagndstico precoce e correto da doenga, que muitas vezes é
confundida com outras enfermidades. Por isso, um teste sorolégico que seja
capaz de diagnosticar a leishmaniose visceral com precisdo tem sido objetivo
de muitos trabalhos nos ultimos anos. A pesquisa por antigenos parasitarios
capazes de induzir uma resposta imune tem sido predominantemente
associada com a identificagcdo de proteinas que podem ser usadas para
diagnostico sorolégico ou desenvolvimento de vacinas (Burns, Scott et al.,
1991; Russo, Burns et al., 1991; Skeiky, Kennedy et al., 1998).

Em modelos murinos, varias moléculas candidatas ao uso em vacinas
tém sido identificadas através de suas capacidades em prover protecéo; e

proteinas associadas a membrana como gp46, gp72, gp63, LPS e KMP11, e



outras proteinas como P-2 / A-2, P-4 e P-8, expressas preferencialmente no
estagio de amastigotas, tém sido testadas (Coutinho, Oliveira et al., 1996).

Estudos prévios em areas de transmissédo de L. chagasi tém mostrado
que menos de 15% dos individuos infectados com L. chagasi desenvolvem a
forma classica da leishmaniose visceral e que a maioria dos individuos irdo
desenvolver a forma sub-clinica da infec¢cao (Evans, Teixeira et al., 1992;
D'Oliveira Junior, Costa et al, 1997). Testes soroldégicos com extrato
antigénico ou antigenos recombinantes de Leishmania sao importantes
ferramentas para o diagndstico da leishmaniose visceral, mas até o momento
estes testes ndo tém capacidade de identificar a doenca, dos individuos
somente infectados com Leishmania, com a forma assintomatica da infecgao.
Por outro lado, anticorpos contra Leishmania persistem por muito tempo apos
o tratamento da doenca, impedindo que técnicas soroldgicas possam ser
utilizadas no seguimento da resposta ao tratamento da leishmaniose visceral
(Carvalho, Barral et al., 1992).

Varios antigenos recombinantes de Leishmania sao reconhecidos por
anticorpos de pacientes com leishmaniose visceral e entre estes antigenos
estd o rK39 — proteina conservada entre espécies de Leishmania mais
comumente associada com leishmaniose visceral. Estudos anteriores que
avaliaram a reatividade do rK39 sugeriram que este antigeno poderia
discriminar infecgdo sub-clinica por L. chagasi de doenga ativa (Badaro,
Benson et al., 1996). Entretanto, no estudo realizado com o rK39 que avaliou
a capacidade deste antigeno em distinguir infecgdo sub-clinica de doenga, os

individuos com a infeccéo sub-clinica foram selecionados com base no teste



cutaneo positivo e ja foi mostrado previamente que anticorpos anti-
Leishmania diminuem paralelamente a conversdao do teste cutaneo de
Montenegro (Carvalho, Barral et al., 1992), ndo sendo possivel a
discriminacao entre infecgcado por Leishmania e leishmaniose visceral citada
no estudo utilizando como grupo de estudo individuos com infecgao sub-
clinica com teste cutaneo positivo.

Em um outro estudo onde foram comparados os resultados dos testes
de ELISA para diagnostico sorolégico da leishmaniose visceral mediterranea
utilizando dez antigenos recombinantes ou purificados de Leishmania
(Maalej, Chenik et al., 2003), foram avaliados individuos sadios (como
controles negativos), pacientes com outras doengas infecciosas agudas e
pacientes com leishmaniose visceral mediterranea. O rH2A esta dentre os
antigenos avaliados neste estudo e a sensibilidade encontrada foi de 100%
para diagnostico da leishmaniose visceral, assim como a sensibilidade
encontrada no nosso estudo com este mesmo antigeno. No entanto, vale
ressaltar que este estudo citado nao avaliou individuos com infeccdo sub-
clinica e ndo tinha o objetivo de verificar a capacidade dos antigenos em
estudo, de realizar diagnéstico diferencial.

Dados de estudos prévios com o KMP11 e com a proteina “Q”
revelaram que o KMP11 proveniente de T.cruzi € um antigeno
imunodominante altamente reconhecido pelo soro de pacientes com
leishmaniose e com doenga de Chagas (Molano, Alonso et al., 2003) e que

os fragmentos de proteina que formam a proteina “Q” sdo altamente



imunogénicos durante a infecgdo natural por L. infantum em caes infectados
com leishmaniose visceral (Requena, Alonso et al., 2000).

Os resultados da primeira publicacido que compde esta tese mostraram
que os antigenos recombinantes de Leishmania, rH2A, KMP11 e proteina
“Q”, podem ser usados para realizar diagnéstico da leishmaniose visceral,
uma vez que o0 grupo de soros dos pacientes com leishmaniose visceral
utilizados neste estudo (n=37) foi positivo ao teste do ELISA para IgG
(sensibilidade de 100%).

Ainda nesse estudo, avaliamos a capacidade dos antigenos
recombinantes de Leishmania em discriminar a infecgao sub-clinica por L.
chagasi e a leishmaniose visceral. Estudos anteriores tém mostrado que os
niveis de anticorpos podem permanecer positivos durantes muitos anos apos
tratamento (Carvalho, Barral et al., 1992) e no presente estudo
demonstramos uma queda significante dos niveis de anticorpos IgG para os
antigenos recombinantes rH2A, KMP11 e proteina “Q” apds 60 dias da
terapia com antimoénio, num grupo de 15 soros de pacientes com LV. A idéia
de que a analise da reatividade contra essas proteinas durante o tratamento
com antiménio pode ser usada como marcador de resposta terapéutica para
leishmaniose visceral & suportada pelo dado anterior. Dentre os trés
antigenos recombinantes avaliados, o KMP11 foi o0 que melhor se apresentou
como marcador de resposta terapéutica.

A hipétese da segunda publicagdo é de que antigenos recombinantes
com propriedades imuno modulatérias s&o capazes de modular a resposta

inflamatéria de pacientes com leishmaniose mucosa ou leishmaniose



cutdnea. A ativagdao macrofagica por IFN-y tem sido reconhecida como o
principal mecanismo para matar a Leishmania (Nathan, Murray et al., 1983).
Respostas imunolégicas para varios antigenos recombinantes de Leishmania
tém sido avaliadas, e énfase tem sido dada para a identificagdo de antigenos
associados com a resposta imune Th1. Antigenos como gp-63, gp-42, hsp-70
e hsp-83 tém sido descritos como antigenos de Leishmania que induzem
principalmente a produc¢ao de IFN-y (Burns, Scott et al., 1991; Russo, Burns
et al., 1991; Skeiky, Kennedy et al., 1998). Na leishmaniose cutanea e na
leishmaniose mucosa, altos niveis de IFN-y e TNF-a sdo produzidos,
macrofagos sdo ativados e, a resposta imune ndo modulada pode estar
associada com dano tecidual (Bacellar, Lessa et al., 2002). O conhecimento
que a imunopatogénese da leishmaniose cutanea e da leishmaniose mucosa
€ mediada por uma resposta imune exacerbada e ndo controlada, tem aberto
perspectiva para o estudo de moléculas que tenham a capacidade de regular
a resposta imune. O interesse na identificacdo de moléculas que possam
modular a resposta imunolégica tem também, aumentado pela
documentacao de que algumas infeccbes como a causada pelo S. mansoni
tem a propriedade de modular tanto a resposta tipo 1 como tipo 2 e também
de atenuar doencas inflamatdérias e doengas autoimunes. Por exemplo, tem
sido observado que camundongos NOD infectados com S. mansoni ou os
quais ovos de S. mansoni foram inoculados desenvolvem menos diabetes do
que animais controles (Cooke, Tonks et al., 1999) e que a infec¢ao por esse

parasito atenua as manifestagbes clinicas da encefalite autoimune



experimental, modelo animal da esclerose multipla (La Flamme, Ruddenklau
et al., 2003). Mais recentemente, tem sido observado que a infecgéo pelo S.
mansoni diminui a resposta tipo 2 a aeroalérgenos (Araujo, Hoppe et al.,
2004) e atenua as manifestagdes clinicas da asma (Medeiros, Almeida et al.,
2004). Essa propriedade que tem o S. mansoni de modular tanto a resposta
tipo 1 quanto a resposta tipo 2 tem sido em grande parte relacionada com a
producao de IL-10. Esta citocina também esta associada a susceptibilidade a
infeccdo por parasitos como Toxoplasma gondii (Sher, Gazzinelli et al.,
1992), Trypanosoma cruzi (Silva, Morrissey et al., 1992), além do
Schistosoma mansoni (Sher, Fiorentino et al., 1991; Araujo, De Jesus et al.,
1996) exemplificado anteriormente.

A IL-10 é uma citocina produzida por células Th2 (Fiorentino, Bond et
al., 1989) e por macréfagos, que suprime fungdo dos macrofagos e as
respostas de células T (Bogdan, Vodovotz et al., 1991; Fiorentino, Zlotnik et
al., 1991; Gazzinelli, Oswald et al., 1992) e também inibe a producdo de
citocinas por células Th1 (Fiorentino, Bond et al., 1989). A IL-10 é a principal
citocina reguladora da resposta imune celular e tem sido documentado que a
modulacdo da resposta imune por IL-10 protege os animais da destruicao
tecidual em doencgas auto-imunes como diabetes e na encefalite experimental
(Pauza, Neal et al., 1999; Yang, Xu et al., 2000). Nesta publicagdo nos
mostramos que dois antigenos recombinantes, LACK e KMP11, que induzem
a produgdo de IL-10, sdo capazes de modular a produgdo de IFN-y

significativamente nos pacientes com leishmaniose cutanea (p<0.05) mas,



nos pacientes com leishmaniose mucosa a modulagdo dos niveis de IFN-y
n&o foram significantes com nenhum desses antigenos.

Outro achado deste estudo foi de que o LACK e o KMP11 agem
predominantemente nos macréfagos e que a produgao de IL-10 pode ocorrer
independente das células Th2 e podem induzir a produgao de IL-10 durante a
doenca ativa. A producao de IL-10 apds estimulagdo com LACK e KMP11 se
deu com uma maior frequéncia por células CD14+ do que por células T CD4+
ou T CD8+. Nos pacientes com a forma mucosa, a IL-10 produzida apos
estimulacdo por esses antigenos apresenta pequeno efeito supressor nos
niveis de IFN-y e, o dado de que pacientes com leishmaniose mucosa
apresentam mais células T CD4+ ativadas do que pacientes com
leishmaniose cutanea também pode explicar, em parte, esta incapacidade de
modulacg&o da produgéo de IFN-y nesses pacientes.

A hipétese da terceira publicacédo é que a diferenciagao de células T ndo
€ apropriadamente modulada e a manutencdo de uma resposta inflamatéria
persistente leva ao dano tecidual. Para isso foi avaliada a frequéncia de
células expressando moléculas co-estimulatérias e marcadores de ativagcao
de células T nos grupos de pacientes com leishmaniose mucosa ou
leishmaniose cutanea. A nossa hipotese € que o dano tecidual observado na
leishmaniose mucosa & devido a resposta inflamatéria persistente e nao-
modulada, com altos niveis de TNF-a e IFN-y. Varios fatores podem ser
responsaveis por uma resposta imune intensa como a documentada na

leishmaniose cutdnea e na leishmaniose mucosa, tendo os aspectos



relacionados com a apresentagdo antigénica um papel importante na
magnitude da resposta imune. Foi demonstrada a capacidade das células
dendriticas (células de Langerhans) em camudongos de migrarem do sitio de
infeccdo para o linfonodo e se constituirem células apresentadoras de
antigeno com grande poténcia, sendo essa fungcdo, em grande parte,
mediada pela expressdo de moléculas co-estimulatérias (Moll, 2000). Nesse
contexto tem sido documentado que a interacdo entre CD40-CD40L é
fundamental para ocorréncia da resisténcia da L. major, desde que animais
deficientes de CD40 ou CD40L sao altamente susceptiveis a infecgao por L.
major. No presente estudo moléculas co-estimulatérias foram estudadas, com
0 objetivo de avaliar se uma maior frequéncia de células expressando essas
moléculas, poderia estar relacionada com a resposta imune intensa Th1
documentada em pacientes com a forma mucosa. Ja foi demonstrado em
estudos anteriores que o bloqueio de CTLA-4 na leishmaniose experimental
leva a secrecao de IL-12 e IFN-y (Murphy et al., 1998). No presente estudo,
mostrou uma tendéncia a diminuicdo da freqléncia de células T CD4+
expressando CTLA-4 nos pacientes com leishmaniose mucosa comparados
com células de pacientes com leishmaniose cutdnea. Na analise por
citometria de fluxo foi possivel avaliar a frequéncia de células que expressam
HLA-DR, CD80, CD86, CD40, CD40L e CTLA-4. A frequéncia de células
expressando HLA-DR foi igual para os grupos de pacientes em estudo. Em
relacdo a frequéncia de células CD14+, apresentadoras de antigeno,

expressando CD80, CD86, CD40 e de células T CD4+ expressando CD40L



foi maior nos pacientes com leishmaniose mucosa do que nos de cutanea, no
entanto essas diferengas ndo alcangaram uma significancia estatistica. Em
conclusao, diferengas na expressado dessas moléculas co-estimulatorias entre
pacientes com leishmaniose cutanea e leishmaniose mucosa nao foram
observadas.

Como se sabe, a IL-12 esta entre as citocinas que participam da
diferenciacao, proliferacdo e ativagao de células T, sendo a principal citocina
responsavel no desenvolvimento de uma resposta do tipo Th1. Além disso,
na pleurite tuberculosa humana (Locksley, Pingel et al., 1999) e na
hanseniase tuberculosa (Coutinho, Pirmez et al., 2002) tem sido
demonstrada produgéao de IL-12 e na infec¢ao por Leishmania localizada esta
citocina € importante na resposta tecidual do hospedeiro (Melby, Andrade-
Narvaez et al., 1996). A neutralizagao de IL-12 suprimiu a produgao de IFN-y
na epidermite por Staphilococcus (Stuyt, Kim et al., 2003) e a adigao exdgena
de IL-12 restaura in vitro a resposta de células T na leishmaniose visceral
(Carvalho, Bacellar et al., 1994). Em um estudo realizado no Sudao, foi
mostrado que células mononucleares de pacientes com leishmaniose visceral
nao produzem IL-12 quando estimuladas com antigeno de L. donovani, mas
apos o tratamento, a produgéo desta citocina € observada (Ghalib, Whittle et
al.,, 1995). A capacidade da anti-IL-12 em modular a produgdo de IFN-y
induzida por SLA foi pequena nos pacientes com leishmaniose mucosa e nos
pacientes com leishmaniose cutanea, o que parece estar relacionado com o

fato de que essas células ja sdo diferenciadas em Th1 e ndo sao



dependentes da acgao de IL-12. Outra citocina da familia da IL-12, como a IL-
27, pode estar envolvida no processo da modulagao da produgéo de IFN-y, ja
que a IL-27 é uma citocina que induz uma maior modulagdo da resposta
imune tanto em células Th1 quanto Th2 (Hunter, Villarino et al., 2004).

A neutralizacao de IL-2 e IL-15 foi realizada no sentido de determinar se
a producdo dessas moléculas era necessaria para manutencao da resposta
imune intensa. Algumas diferencas foram encontradas quanto a capacidade
da anti-IL-2 e da anti-IL-15, em modular a resposta imune na leishmaniose
cutanea e na leishmaniose mucosa. Enquanto, que a neutralizagédo de IL-15,
citocina com capacidade para estimular a proliferagado de células Th1 e / ou
Th2 (Carson, Ross et al., 1995; Reiner e Locksley, 1995), diminuiu a
producédo de IFN-y em pacientes com leishmaniose cuténea, a neutralizagao
dessa citocina ndo teve efeito significativo na produgdo de IFN-y em
pacientes com leishmaniose mucosa. Dentre as similaridades da IL-15 com a
IL-2 estdo incluidas: estimulagcdo da proliferagdo de células T (Grabstein,
Eisenman et al., 1994), maturacdo de células B (Armitage et al., 1995),
estimulagdo da proliferagdo e ativagdo de células NK (Carson, Giri et al.,
1994; Carson, Ross et al., 1995) e esta citocina sinergiza com a |L-12
facilitando a sintese de IFN-y e TNF-a (Bamford, Battiata et al., 1996). A IL-2
€ importante na mediagao de varias fungdes linfocitarias (Farrar, Fuller-Farrar
et al., 1980; Smith, 1984), e as similaridades com a IL-15 se devem ao fato
de que o receptor da IL-2 (IL-2R) e IL-15R usam a mesma cadeia  (Carson,

Giri et al., 1994). Embora a neutralizagao de IL-2 tenha modulado a produgéo



de IFN-y em pacientes com leishmaniose cutédnea e leishmaniose mucosa, a
supressao dessa citocina foi significativamente maior nos pacientes com
leishmaniose cutédnea. Esses dados indicam que as células T de pacientes
com leishmaniose mucosa tém uma dependéncia menor de IL-2 e de IL-15,
sugerindo que essas células T estdao em fase final de ativagao celular. A
observacdo da existéncia de uma maior frequéncia de células CD4+
expressando marcadores de ativacdo celular serve de base para essa
hipétese. Adicionalmente, a neutralizagao de IL-2 foi mais eficaz em suprimir
a produgao de IFN-y em pacientes com leishmaniose cutédnea, do que em
pacientes com leishmaniose mucosa. Apds a estimulacdo com SLA a
neutralizagao dessa citocina reduziu de modo significante a producao de IFN-
vy em células estimuladas com PPD, indicando que a capacidade da célula de
ser modulada, tem até certo ponto relagdo com o antigeno, através do
mecanismo de apresentagao antigénica.

O conhecimento de que diferentes populacdes celulares de células T
CD4+ influenciam diferentes respostas imunoldgicas e consequentemente
diferentes cursos de infeccdo tém estimulado estudos com o objetivo de se
conhecer mecanismos de controle dessa polaridade ou de limitar
determinado tipo de resposta, tendo em vista o desenvolvimento de
tratamento para doencas infecciosas ou atopias. Embora muitas citocinas
imuno — moduladoras tenham sido inicialmente relacionadas com
determinada populagao de células T, sabe-se atualmente que dependendo

do contexto, alguns desses imunomoduladores tém efeitos nas fungdes de



células T que ndo estdo relacionadas com o desenvolvimento de uma
determinada populagdo de células. Dois exemplos recentes sao IL-23 e IL-
27, citocinas que sao estruturalmente relacionadas a IL-12 mas que tém uma
acgao limitada em promover uma resposta do tipo Th1 classica (Robinson e
O'garra, 2002; Trinchieri, Pflanz et al., 2003). A IL-23 tem a capacidade de
estimular células T CD4+ a produzir IL-17, que tem um importante papel no
desenvolvimento e na manuteng&o da auto-imunidade (Kolls e Linden, 2004).
No entanto, a principal fungcdo da IL-27 in vivo € limitar a intensidade e a
duracao da resposta imune inata e adaptativa (Villarino, Hibbert et al., 2003).
A IL-12 e a IL-27 sao citocinas que apresentam homologia em suas
estruturas, assim como em seus receptores (Pflanz, Timans et al., 2002;
Pflanz, Hibbert et al., 2004) e devido a essas homologias os estudos iniciais
sobre a IL-27 revelaram que a produgédo de IFN-y por células T CD4+ nao
primadas e células NK pode ser aumentada e que células T deficientes do
receptor para IL-27 (WSX-1) produzem niveis reduzidos de IFN-y (Yoshida,
Hamano et al., 2001).

Na leishmaniose experimental, camundongos resistentes C57BL/6
deficientes do receptor WSX-1 infectados com L. major produziram niveis
elevados de IL-4 e apresentaram uma resposta do tipo Th1 tardia, com
aumento da lesdo (Yoshida, Hamano et al., 2001). Entretanto, numa fase
posterior esses animais produziam niveis normais de IFN-y. Confirmando

esses achados, outro estudo mostrou que animais deficientes de WSX-1



cronicamente infectados com L.major podem produzir niveis elevados de
IFN-y (Artis, Villarino et al., 2004).

Portanto, esses dados sugerem que o papel de IL-27 no
desenvolvimento de uma resposta do tipo Th1 € importante na fase inicial da
infeccao e é transitéria. A despeito da literatura descrever o papel da IL-27 no
desenvolvimento de células Th1, ja existem evidéncias que apontam para o
fato de que essa citocina pode servir como antagonista para resposta de
células T efetoras. Em algumas infecgbes por parasitos, estudos in vitro
mostraram que IL-27 tem um importante efeito anti-inflamatério. Animais
deficientes do receptor WSX-1 infectados com T. gondii apesar de
desenvolverem uma resposta normal de células T CD4+ e CD8+ durante a
fase aguda da infecgdo, apds 2 semanas esses animais desenvolveram uma
doenga inflamatdria letal com producgao elevada de IFN-y (Villarino, Hibbert et
al., 2003) e aumento de uma populacéo de células T altamente ativadas.
Outros estudos em modelos experimentais infectados com T. gondii e M.
tuberculosis mostraram que esses animais deficientes do receptor WSX-1
apresentaram uma resposta exagerada de células T, com uma grande
producdo de IFN-y e outras citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e TNF-a
que levam a uma doenga letal aos animais (Hamano, Himeno et al., 2003;
Holscher, Holscher et al., 2005).

O presente estudo mostrou que a resposta Th1 exagerada observada
na leishmaniose mucosa € modulada nédo por IL-10. E diante dos estudos

mais recentes sobre IL-27, essa € uma citocina que pode também estar



envolvida nessa forte resposta Th1 observada na leishmaniose tegumentar.
Portanto, estudos futuros devem ser realizados para avaliar o papel desta

citocina no processo inflamatoério observado na leishmaniose tegumentar.



9. Conclusodes

Os antigenos recombinantes de Leishmania rH2A, KMP11 e
proteina “Q” sdo reconhecidos pelos soros dos pacientes com
leishmaniose visceral (LV) podendo ser utilizados para o

diagnostico soroldgico da LV.

O teste sorolégico com o0 KMP11 pode ser um método para avaliar
doenca ativa desde que € negativo na maioria dos individuos com
infeccao sub-clinica por L. chagasi e os titulos caem nos individuos

apos tratamento.

KMP11 e LACK sao antigenos indutores de IL-10, possivelmente
com capacidade de modular a producdo de IFN-y em pacientes
com leishmaniose cutdnea mas, sem acdo moduladora na

leishmaniose mucosa.

A maior produgcdo de IFN-y em pacientes com leishmaniose
mucosa nao se relaciona com aumento de moléculas co-
estimulatérias indicando que outros mecanismos podem ser

responsaveis por essa maior produgao.



A maior frequéncia de células T CD4+ ativadas na leishmaniose
mucosa, possivelmente impede a apropriada modulagdo da
resposta imune podendo ter participacdo na manutencao da

resposta inflamatéria e dano tecidual.



10. Summary

Leishmaniasis, in general, has been well studied and attention has being
given to several questions related to immunological aspects such as
characterization and modulation of immune response. The main aim of the
present thesis was to characterize the immune response to recombinant
antigens of Leishmania in visceral leishmaniasis and evaluated aspects
related to modulation of the immune response in tequmentary leishmaniasis.

Considering the lack of a precise and early phase of disease diagnosis, in
the first paper, by performing serological tests, we evaluate the ability of three
leishmania recombinant antigens (rH2A, KMP11 e Proteina “Q”) in serve as
differential diagnosis between sub-clinical L. chagasi infection and visceral
leishmaniasis . The sensitivity and specificity of the ELISA was 100% when
the three recombinant antigens were used. Regarding the ability to serve as
differencial diagnosis, the KMP11 was the antigen wich showed best ability in
differentiation between sub-clinical L. chagasi infection and visceral
leishmaniasis.

In the second paper, we evaluated aspects of immune modulation in
patients with cutaneous and mucosal leishmaniasis by stimulating peripheral
blood mononuclear cells with soluble leishmania antigen and adding or not
LACK and KMP11, IL-10 inducer antigens. The results showed that addition
of LACK or KMP11 were able to suppress IFN-gamma production in cell
cultures from cutaneous leishmaniasis patients, and this effect was mediated

by IL-10 production. In cells cultures from mucosal leishmaniasis patients,



addition of LACK or KMP11 were not able to supress IFN-gamma production
induced by soluble leishmania antigen despite the the IL-10 induction by both
antigens.

We than evaluate, in the tird paper, the role of co-stimulatory molecules,
frequency of activated T cells and ability of cytokines (IL-2, IL-12 and IL-15)
and CTLA-4 in modulate the IFN-gamma production. We observed that the
intensity of the intensity of the Th1 response in mucosal leishmaniasis
patients is associated with an increase numbers of activated T cells. And the
non-appropriated modulation of these cells and the mantainance of the
inflamatory response leads to the tissue demage observed in mucosal
leishmaniasis.

Nevertheless, the results shown here contributed to answer questions
related to immunological aspects, such as immunodiagnosis and modulation
of immune response, from groups of patients with visceral leishmaniasis,

cutaneous leishmaniasis and mucosal leishmaniasis .



11. Anexos
11.1 Anexo 1 — Metodologia Artigo 1:

Soros de 117 pacientes foram utilizados neste estudo. Soro de 37
pacientes com leishmaniose visceral (LV) previamente ao tratamento e de 8
pacientes pré e pos-tratamento foram obtidos de residentes na regiao peri-
metropolitana de Natal, 28 soros foram obtidos de individuos com infecgéo
sub-clinica por L. chagasi (SC) residentes no Maranhao, no grupo controle
foram utilizados 15 soros de pacientes com doenga de Chagas e 29 soros de
individuos sadios residentes em area ndo-endémica.

Os soros dos pacientes com leishmaniose visceral foram obtidos de
individuos residentes na area peri-metropolitana de Natal, cidade localizada
na regidao Nordeste na qual a leishmaniose deixou de ser uma doenca
limitada a area rural e vem se aproximando de grandes centros urbanos.
Estes pacientes com LV tiveram seu diagnéstico confirmado através da
presenca do parasita no aspirado de medula 6ssea ou baco e teste
sorolégico com antigeno bruto positivo.

Os soros dos individuos com infecgdo sub-clinica por L. chagasi foram
obtidos de residentes no Maranh&o, estado que em 1999 registrou o maior
numero de casos de LV em humanos no pais (cerca de 842 doentes) e esta
endemia ainda continua em expanséao, sendo a llha de Sao Luis a principal
area endémica da LV no Maranhdo. Estes soros reagiram com o antigeno
soluvel de Leishmania (SLA) e a auséncia de desenvolvimento da doenga

classica, confirmou o diagnostico de infecgao sub-clinica.



Os soros dos pacientes com doenga de Chagas foram obtidos de
pacientes matriculados no Hospital Universitario Professor Edgard Santos e
que tiveram seu diagnéstico confirmado através de sorologia positiva para
doenga de Chagas e historico clinico compativel com tal diagnéstico.

Os antigenos estudados, rH2A, proteina “Q” e KMP11 foram titulados
nas seguintes concentragdées 0.025 ug/ml, 0.5 ug/ml, 1 ug/ml e 5 ug/ml. A
melhor concentragdo que diferenciou os soros positivos dos negativos foi de
1 ng/ml de antigeno. Vale ressaltar que a concentragdo utilizada no presente
estudo para antigenos recombinantes € a mesma que foi sugerida por
Badaré e cols. (Badaro, Benson et al., 1996) para ser aplicada no ELISA com
antigenos recombinantes.

Foram realizadas dosagens através da técnica de ELISA para
detecgao de imunoglobulina da classe G. Foi feita uma curva dose-resposta
com os soros para determinar qual a melhor concentracdo do soro em
relacdo a resposta obtida com a concentracdo do antigeno. Para isso, os
soros foram diluidos, 40, 50, 80, 100 e 160 vezes em PBS (tampao fosfato de
sédio) 1X pH 7.2 com 0.05% de Tween 20. Cada um dos antigenos em
estudo foi titulado para verificar a melhor concentracdo a ser utilizada para
todo o estudo, conforme dito anteriormente.

A sensibilizagdo das placas (Immulon 4; Dynatech Laboratories,
Chantilly, Va) foi realizada adicionando 100 ul do antigeno (1pg/ml) por pocgo,
diluido em tampao carbonato / bicarbonato pH9.6 e incubando overnight a 4°

C. A seguir as placas foram submetidas a cinco lavagens com 200 pul/pogo de



PBS (tampao fosfato de sédio) 1X pH7.2 com 0,05% de Tween 20 e o
blogueio foi realizado com 100ul/pogo de PBS 1X pH7.2 com 1% de Tween
20 por 1 h a temperatura ambiente. Foram adicionados 100ul/pogo dos soros
testes e dos controles diluidos 1:50 em PBS 1X pH7.2 com 0,05% de Tween
20 e incubados por 1h a 37° C. As placas foram entdo lavadas 5 vezes com
200ul/pogo de PBS 1X pH 7.2 com 0,05% de Tween 20 e posteriormente
adicionado 100ul/pogo do conjugado fosfatase alcalina (anti-human IgG)
(Sigma Chemical Co. — St. Louis, Mo) diluido em PBS 1X com 0,05% de
Tween 20 na diluicdo de 1:10.000 e incubadas por 1h a 37°C. Foram
realizadas cinco lavagens com 200 pl/poc¢o de PBS 1X com 0,05% de Tween
20 e adicionado 100ul/pogco da solugdo de substrato para-nitrofenilfosfato
(Sigma Chemical Co.) diluido em tampao carbonato pH 9.6 com MgCl2 na
concentragdo de 1 mg/ml e deixado em local escuro, por 30 min, a
temperatura ambiente para desenvolvimento da reagao de cor. Foi utilizado
um aparelho leitor de ELISA (Labsystems Multiskan®) para leitura das
absorbancias num comprimento de onda de 405 nm e os resultados foram
expressos em densidade optica (DO).

O valor do cutoff para cada ELISA para IgG foi definido como a média
da densidade 6ptica (OD) mais trés desvios padrdes dos valores obtidos com
soro de individuos sadios + soro de individuos com doenca de Chagas -
grupo controle (cutoff =X+3DP). As proporgdes dos valores verdadeiramente
positivos e negativos para cada teste entre pacientes e controles nos

permitiram calcular a sensibilidade e a especificidade, respectivamente. O



teste de Wilcoxon para amostras pareadas foi utilizado para a analise dos

dados.

11.2 Anexo 2 — Metodologia Artigo 2:

- Cultura de células e dosagem de citocinas

Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram isoladas de
sangue venoso heparinizado através de gradiente de centrifugagdo com
Fycoll-Hypaque. Depois de proceder lavagem 3 vezes com 0,9% de NaCl, as
CMSP foram ressuspensas em meio de cultura RPMI-1640 (GIBCO BRL,
NY) suplementado com 10% de soro AB humano, 100 IU/ml de penicilina e
100 pg/ml de streptomicina. As células foram ajustadas para 3 x 10°
células/ml, colocadas em placas com 24 pocos e estimuladas com SLA
(Tpg/ml), H2A (5pg/ml) e KMP11 (5 upg/ml). Algumas células foram
estimuladas com antigeno soluvel de Leishmania mais KMP11. As culturas
foram incubadas por 72h a 37°C e 5% de CO,. Sobrenadante foi coletado e
armazenado a -70°C. Os niveis de IL-5, IL-10 e IFN-y foram dosados através
do método de ELISA sandwich. Os resultados foram expressos em pg/ml.

- Dosagem intracelular de citocinas:

PBMC foram analisadas de acordo com seus padrbes de expressao

de citocina intracelular como descrito previamente por Sornasse e
colaboradores (60). As células foram contadas e ajustadas para a
concentracdo de 2 x 10° células por pogo, cultivadas em placas de 96 pocos

(fundo "U") na presenca de 200 ul RPMI 1640, 10% de soro AB por 20 horas



a 37°C e 5% de CO,. Durante as 8 h finais de cultura, foi adicionada
Brefeldina-A (1ug/ml), que tem a funcéo de bloquear a secrecédo de proteinas
pelo complexo de Golgi. Apdés marcagao com anticorpos monoclonais FITC
(anti-CD4, anti-CD8 ou anti CD-14) (Pharmingen), as células foram
incubadas por 15 min a 4°C, lavadas com PBS 1X e fixadas com 200 pl de
PBS 1X 2% de formaldeido por 20 min a TA. As células entdo passaram por
um processo de permeabilizacdo com a solugido de saponina e marcacgao,
por 30 min a 4°C, com anticorpo monoclonal anti-IL-10 conjugado com PE
(Pharmingen). Essas preparagcbes foram lavadas e analisadas usando o
FACScalibur®. Para a analise dos dados duas regides foram criadas levando
em relagdo os parametros de tamanho e granulosidade celular. A regido R1
contendo somente linfocitos e blastos onde foi feita a analise de células
CD4+ ou CD8+ produtoras de IL-10, e a regiao R2 contendo somente
monocitos / macréfagos para analise de células CD14+ produtoras de IL-10.

-Analise estatistica:

A anadlise estatistica para os resultados das dosagens das citocinas foi

realizada utilizando o teste de Mann Whitney.

11.3 Anexo 3 — Metodologia Artigo 3:
- Pacientes:
Vinte e dois pacientes com leishmaniose mucosa (LM) foram
selecionados e pareados por idade (£ 10 if >20 anos e + 5 if <20anos) com

vinte e dois pacientes com leishmaniose cutdnea (LC). Os pacientes foram



recrutados no posto de saude de Corte de Pedra, uma regido de transmissao
de L. braziliensis no sudeste da Bahia, Brasil. Este posto de saude é centro
de referéncia para casos de leishmaniose em 22 municipios. Cada ano,
aproximadamente 20 casos de LM e 800 casos de LC sao diagnosticados no
posto de saude. Critérios de inclusdo incluindo o diagndstico da LC e LM,
baseados na presenca de caracteristicas ulceras cutdneas ou lesdes
mucosas, respectivamente, a reacéo positiva ao teste cutdneo (>5 mm) para
antigeno de Leishmania, assim como isolamento do parasito ou achados
histopatologicos caracteristicos destas doengas. Todos os pacientes foram
avaliados antes da terapia. Os critérios de exclusdo incluiram: idade abaixo
de 5 anos e acima de 60 anos, mal nutricdo, infeccado por HIV, diabetes
mellitus e gravidez. Individuos sadios (n = 6) com teste de hipersensibidade
tardia positivo para proteina purificada derivada de Mycobacteria (PPD

positivo) foram usados como controle em alguns experimentos.
- Antigenos:

Antigeno soluvel de L. braziliensis (SLA) foi obtido de um isolado de
paciente com LM preparado como previamente descrito®. A concentracdo de
proteina foi mensurada no sobrenadante deste antigeno soluvel de
leishmania (SLA). Em algumas culturas a proteina purificada derivada de
tuberculina (PPD — CT68) (Connaught laboratories, Ontario, Canada) foi

usada.



- Dosagem de Citocinas:

Devido ao numero de células obtidas ndo ser suficiente para realizar
todos os experimentos em todos os pacientes, amostras pareadas de células
de pacientes com LC e com LM foram necessarias para cada experimento.
Para a dosagem de citocinas, CMSP de apcientes com LC e com LM foram
ajustadas para 3x10° células/ml, colocadas em placas de 24 pocos, e
estimuladas com SLA (10 pg/ml). Anticorpos monoclonais anti-IL-2 (clone
533421), anti-IL-12 p70 or anti-IL-15 (clone 34505.11), ou recombinante
CTLA-4/FC Chimera (R&D Systems, Minneapolis, MN) foram adicionadas ao
estimulo com SLA, PPD ou sem estimulos. Devido ao fato da quantidade de
células de pacientes ndo serem suficientes para realizagdo de todos esses
experimentos, numeros diferentes de pacientes foram avaliados para cada
experimento. Os numeros de pacientes estao especificados em cada seccéo
especifica de cada experimento. Curva dose-resposta foram realizadas, e
mostraram uma concentragdo 6tima para os anticorpos monoclonais de 20
ug/ml, e concentragdo otima para CTLA-4 recombinante de 5 ug/ml. As
culturas foram incubadas por 72 horas a 37°C com 5% CO,. Os
sobrenadantes foram coletados e armazenados a —70 °C. Os niveis de IFN-y
foram mensurados através do teste de ELISA sandwich usando reagentes
comerciais (Duoset, R&D Systems, Minneapolis, MN). Os resultados séo
expressos em pg/ml ou em meédia de percentagem de supressdo de IFN-y
para os experimentos com neutralizacdo de anticorpos (anti-IL-2, IL-12, IL-15)

e de CTLA-4.



- Avaliacdo de Marcadores de Superficie Celular:

Marcacao para marcadores de superficie foi realizada usando analise
por citometria de fluxo (FACS) de acordo com publicagdo prévia®>. CMSP de 8
pacientes com LC e 8 com LM obtidas através de separagao de sangue total
com Ficoll e lavadas trés vezes e adicionado meio RPMI 1640 (GIBCO BRL,
Grand Island, NY) suplementado com 10% de soro AB Rh+ humano, (SIGMA
Chemical Co. St. Louis, MO) 100 IU/ml de peniciina e 100 ug/L de
estreptomicina. 2x10° CMSP foram incubadas com fluorescein isothiocyanate
(FITC) ou phycoerythrin (PE)- solu¢gdes de anticorpos para marcagao por 20
min a 4°C. Ap6s a marcacéao, essas preparacoes foram lavadas com 0.1%
PBS, ficadas com 200 pl de 2% formaldeido em PBS e mantido a 4°C antes
da aquisicdo usando FACS - fluorescence-activated cell sorter (Becton
Dickinson, Palo Alto, CA). Os anticorpos usados para marcagao foram anti-
CD80, anti-CD86, anti-CD40, anti-CD40L, anti-CTLA-4, anti-CD69, anti-
CD62L, anti-CD28 or anti-HLA-DR marcados com FITC e CD4, anti-CD8 and
anti-CD14 marcados com PE (PharMingen, San Diego, CA, USA). Os isotipos
de anticorpos controle foram IgG1 and IgG2a. Os dados do FACS foram
baseados em duas regides que sao compostas por tamanho e granulosidade
celular: R1, regidao a qual contém somente linfocitos e blastos; e R2, regido

que contém macrofagos.

- Analise Estatistica:



Considerando que os valores ndo apresentaram a uma distribuicao
Gausiana, o teste de Mann-Whitney foi usado para comparar os dados entre
os pacientes com LC e os pacientes com LM. Analises pareadas foram

realizadas com o teste de Wilcoxon matched-pairs.

11.4 Anexo 4 - Consideragdes Eticas:

Termos de consentimento informado foram obtidos de todos os
pacientes e controles estudados e este projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica do Hospital Universitario Professor Edgard Santos da

Universidade Federal da Bahia.
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