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OLIVEIRA, Karen Brajdo de. Andlise do polimorfimo genético do receptor de
qguimiocina CCR5 em pacientes com leishmaniose tegumentar americana da
regido Norte do Parana. Trabalho de Dissertacdo de Mestrado — Programa de
Mestrado em Patologia Experimental, Departamento de Ciéncias
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RESUMO

As quimiocinas sdo importantes determinantes da resposta inflamatoria. A
variante A32 do receptor de quimiocina 5 (CCRS5) resulta na forma ndo
funcional desse receptor, e tem sido relacianada com diversas doencas. No
presente trabalho, reacdo em cadeia da polimerase, utilizando
oligonucleotideos iniciadores especificos para o CCRS5, abrangendo a regido
da delecdo , detectou um produto de 225 pb para o alelo selvagem (CCRS)
e um produto de 193pb para o alelo A32. O objetivo deste estudo foi
investigar a variante A32 do gene do CCR5 na populacdo brasileira com
leishmaniose e comparar com individuos sauddaveis e também verificar a
progressdo da forma cutdnea para a mucocutdnea da leishmaniose nos
portadores do alelo A32. Dentre 100 pacientes com valores para teste de
Montenegro e imunofluorescéncia indireta positivos para leishmaniose, 32%
eram mulheres e 68% homens, com uma prevaléncia significativa de homens
com idade enfre 21 a 60 anos. Encontramos uma freqUéncia de 0,06 para o
alelo A32. Os pacientes com leishmaniose apresentaram 89% (89/100) de
CCR5/CCRS5, 10% (10/100) CCRS5/A32 e 1% A32/ A32 enquanto que 0s
individuos sauddveis apresentaram 91% (91/100) de CCR5/CCRS5, 8% (08/100)
CCR5/A32 e 1% (01/100) A32/A32, portanto ndo houve diferenca significativa
entre os grupos analisados. Os pacientes selvagens (89% - 89/100)
apresentaram um largo espectro de manifestacdes clinicas. Entre eles
verificou-se 22,47% (20/89) de lesdes mucosas com perfuracdo do septo
nasal cartilaginoso e 77,53% (69/89) de lesdes cutdneas. Destes pacientes
com septo nasal perfurado, 55% (11/20) apresentaram as lesdes mucosas
apds 2,85 £ 0,5 anos do diagndstico inicial e valor médio para o teste de
Montenegro de 11,87 (= 2,45 mm. Ja 45% (09/20) dos pacientes
desenvolveram estas lesdes apds 16,25 (£ 4,06) anos e apresentaram valores
médios para o teste de Montenegro de 25 (£ 2,74) mm. Neste frabalho os
portadores do alelo A32 (10% - 10/100) apresentaram apenas lesdes
cut@neas. Finaimente em relacdo aos portadores A32, observou-se um
espectro de manifestacdes clinicas menos severo, em comparacdo com
individuos selvagens. Apesar dos portadores do alelo A32 terem demonstrado
auséncia de lesdes mucocutdneas, mais estudos sGo necessdrios para
esclarecer o papel do CCR5 nos aspectos clinicos da leishmaniose devido ao
baixo numero de portadores do alelo A32.
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ABSTRACT

Chemokines are important determinants of the inflammatory response. The
CC chemokine receptor 5 (CCRS5) A32 variant results in a non-functional form
of the chemokine receptor, and has been implicated in a variety of immune-
mediated diseases. In the present study, polymerase chain reaction (PCR) of
genomic DNA samples, using specific CCRS5 oligonucleotide primers
surrounding the breakpoint deletion, detected a 225bp product from the
normal CCRS allele and a 193bp product from the 32bp deletion allele. The
aim of this study was to investigate the CCR5 gene fruncated allele in a
Brazilian population with leishmaniasis compared with healthy control subjects
and to determine the progression from cutaneous to mucocutaneous
leishmaniasis in the delta32 allele carriers. Among 100 patients with
Montenegro skin test and indirect immunofluorescence assay values positive
for leishmaniasis, there were 32% women and 68% men, with a significant
prevalence of men aged 21 to 60 years old. We found a A32 allele frequency
of 0.06. The leishmaniasis patients were 89% (89/100) CCR5/CCRS, 10%
(10/100) CCR5/A32 and 1% (1/100) A32/A32, while healthy subjects showed a
?21% (91/100) incidence of CCR5/CCRS5, 8% (8/100) of CCR5/A32 and 1% of
A32/A32. Therefore, there was no significant difference between the two
groups examined. The wild-type (CCR5/CCRS5) patients (89% - 89/100) showed
a large spectrum of clinical manifestations, where 22,47% (20/89) had active
mucous lesions with perforation of the nasal cartilaginous septum and 77,53%
(69/89) had cutaneous lesions. Of those patients with a perforated nasal
septum, 55% (11/20) had mucous lesions 2,85 = 0,5 years after initial diagnosis,
and the mean value for the Montenegro skin test was 11,87 mm (+ 2,45).
However, 45% (9/20) of the patients developed these lesions after 16,25 years
(£ 4.06) and displayed a Montenegro skin test with a mean value of 25 mm (£
2,74). In this work, the A32 allele carriers, 10% (10/100) showed only cutaneous
manifestations when compared to wild-type individuals. Finally, with regard to
the A32 allele carriers, a less severe spectrum of clinical manifestations was
observed, in comparison to CCRS5 wild-type individuals. Although a lack of
mucocutaneous lesions was evident among A32 allele carriers, the number of
individuals studied was small. Therefore, further investigations are needed to
elucidate the role of CCRS5 in the clinical aspects of leishmaniasis.



Keywords: Leishmaniasis, CCR5, Montenegro skin Test.
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1. LEISHMANIOSE

A leishmaniose € uma zoonose causada pelo protozodrio
flagelado Leishmania sp. e fransmitida pelo mosquito vetor do género
Phlebotomus (Figura 1) no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo (Chu et

al., 1983; Oliveira Neto et al., 2000).

Figura 1 - Mosquito vetor da familia Phlebotominae
Fonte: OMS 96/40

A leishmaniose apresenta distribuicdo mundial ocorrendo
principalmente em dreas tropicais e subtropicais (WHO, 2002). Estima-se que
o0 nUmero de pessoas infectadas no mundo seja de 15 milhdes, e que surjam
dois milhdes de casos novos por ano e que existem 350 milhdes de pessoas

com risco de infeccdo (Desjeux, 1999).
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A incidéncia da leishmaniose tem aumentado nos Ultimos
anos. Este aumento € devido a variagcdes ciclicas de causas indeterminadas.
A incidéncia da doenca ndo aumentou somente nas dreas de floresta e
desmatamento recente, mas também em dreas de colonizacdo tradicional
bem como em dreas urbanas do nordeste. Um fator envolvido na
disseminacdo da doenca € o crescimento urbano descontrolado devido

principalmente ao éxodo rural (Momen, 1999).

Considerada uma doenca endémica em dreas fropicais ou
de clima quente como na América Central, América do Sul, Africa, india e
paises do Mediterrdneo (O'Neill et al., 1991). Atualmente as leishmanioses,
prevalentes em quatro continentes, sdo consideradas como sendo
endémicas em 88 paises, dos quais 72 sdo paises em desenvolvimento. Dos
casos de leishmaniose visceral, 90% ocorrem em Bangladesh, Brasil, india,
Nepal e Suddo, 90% da leishmaniose mucocuténea ocorre na Bolivia, Brasil e
Peru, e 90% dos casos de leishmaniose cutdnea ocorrem no Afeganistdo,

Brasil, Ird, Peru, Ardbia Saudita e Siria (Figura 2) (WHO, 2002).
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Cutansous Leishmantasis
Highly Endemic Countries (80% of cases)}

|.mmmmmm |

Figura 2 - Paises altamente endémicos (90% de casos) para Leishmaniose Cutanea.
Fonte: WHO, 2002.

No Brasil, os primeiros casos foram detectados por volta de
1908, durante a construcdo da estrada-de-ferro Noroeste do Brasil, na regido
de Bauru (SGo Paulo), ficando conhecida como Ulcera de Bauru (Roizenblatt,
1979). No periodo de 1970 a 2001, o numero de casos de LTA variou de 3.000
para 37.000. A partir da década de 90, os casos apresentaram pegueno

aumento, com grande variacdo anual (Figura 3).
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Figura 3 - Casos de Leishmaniose Tegumentar - Brasil 1970 - 2001.
Fonte: Adaptado de CENEPI/ FUNASA/ MS

O ciclo da Leishmania envolve dois estagios: o aflagelado que
ocorre no homem ou em outros vertebrados e o flagelado, encontrado nos
insetos vetores ou nos meios de cultura (Roizenblatt, 1979). O vetor adquire os
parasitas ao ingerir o sangue de hospedeiros infectados e, através de um
ciclo, perpetua a infeccdo pela contaminacdo de espécies sds que se
tornam fonte de infeccdo. Além do homem, outros animais como ratos,
cdes, raposas e gambds podem ser reservatorios (Roizenblatt, 1979) (Figura

4).
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Figura 4 - Ciclo biolégico da Leishmania sp.
Fonte: WHO. Disponivel em: http://www.who.int/tdr/diseases/leish/lifecycle.htm. Acesso em:
04/10/2004.

O estagio infectante da Leishmania, forma promastigota
metaciclica (Figura 5), € um parasita flagelado delgado, liberado pelo
fleb6étomo, na derme do hospedeiro, juntamente com sua saliva, a qual
potencializa a infecciosidade do parasita. O grau de disseminacdo dos
amastigotas pelo hospedeiro é determinado pela espécie de Leishmania

(Titus & Ribeiro, 1988).

No inicio da infeccdo, as formas promastigotas sdo inoculadas
na derme durante o repasto sangUineo do flebotomineo. As células

destruidas pela probdscida do inseto e a saliva inoculada atraem células
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fagocitarias mononucleares, os macréfagos e outros leucocitos para a drea

infectada (Genaro, 2000).

Figura 5 - Forma promastigota de Leishmania sp.
Fonte: hitp://gerenciadeleishmaniose.hpg.ig.com.br/index.html

As Leishmanias sdo fagocitadas por macréfagos, e a acidez
do fagolisossoma induz a transformacdo em amastigotas redondos (Figura 6)
que ndo possuem flagelos, mas contém uma estrutura grande e Unica
semelhante a uma mitocdndria chamada de cinetoplasto (Zilberstein &
Shapira, 1994). Os amastigotas da Leishmania sdo os Unicos parasitas

protozodrios que sobrevivem e se reproduzem dentro de fagolisossomas de
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macréfagos, os quais apresentam um pH de 4,5. Os mesmos sdo profegidos
do d&cido intravacuolar por uma ATPase transportadora de prdtons, que
mantém o pH do parasita infracelular em 6,5. As Leishmanias também
possuem, na superficie dois glicoconjugados abundantes presos por dncoras
de lipidios, que parecem ser importantes para sua viruléncia (Beverley &
Turco, 1995). As lipofosfoglicanas sdo glicolipidios que formam um glicocdlice
denso e ligam-se a C3b e iC3b. Contudo, os microorganismos resistem a lise
pelo complemento C5-C9 e sdo fagocitados por macréfagos através dos
receptores do complemento CR1 (LFA-1) e CR3 (integrina Mac-1). As
lipofosfoglicanas também podem proteger o parasita dentro dos
fagolisossomas por remocdo de radicais de oxigénio e inibicdo das enzimas
lisossdbmicas. A gp63, € uma proteinase dependente de zinco que cliva o
complemento e algumas enzimas anfimicrobianas lisossémicas (Samuelson,

2001).

Certos macréfagos sdo capazes de destruir os parasitos
diretamente, enquanto outros necessitaom ser estimulados. Somente os
histiocitos (macréfagos fixos) ndo estimulados permitem o estabelecimento

dainfeccdo (Genaro, 2000).
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Figura 6 - Forma amastigota de Leishmania sp. no interior de macréfago.
Fonte: http://gerenciadeleishmaniose.hpg.ig.com.br/index.html

As lesdes iniciais sdo semelhantes, independentemente da
espécie do parasita. Caracterizadas por um infiltrado inflamatdrio composto
principalmente de linfécitos e de macréfagos na derme, estando estes
Ultimos  repletos de parasitas. Esta  forma inicial pode regredir
esponfaneamente apds um breve curso, pode permanecer estaciondria ou
ainda evoluir para um ndédulo dérmico, o "histiocitoma”, localizado sempre no

sitio da picada do vetor infectado (Genaro, 2000).

Nos estdgios iniciais da infeccdo, a lesdo é caracterizada
histologicamente pela hipertrofia do extrato cérneo e da papila, com

acumulo de histiocitos onde o parasita se multiplica. Gradualmente forma-se
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um infiltrado celular circundando a lesdo, resultfando em uma reacdo
inflamatdria do tipo tuberculdide. Ocorre necrose com desintegracdo da
epiderme e da membrana basal culminando com a formacdo de uma lesdo
Ulcero-crostosa. Apds a perda da crosta, observa-se uma pequena Ulcera
com bordas ligeiramente salientes e fundo recoberto por exsudato seroso e
seropurulento. Esta lesdo progride transformando-se em uma fipica Ulcera
leishmanidtica, de forma circular, bordos altos, com fundo granuloso, de
coloracdo vermelha intensa, recoberto por exsudato seroso ou seropurulento

o que depende da presenca de infecgcdes secunddrias (Genaro, 2000).

1.1 Manifestacdes Clinicas

A doenca é caracterizada por quatro manifestacoes clinicas
distintas (Marsden & Jones, 1985) a forma cutdnea ou oriental causada pela
L. tropica, L. major, L. infantum e L. aethiopica no Velho Mundo (O'neill et al.,
1991) e L. mexicana no Novo Mundo (Chu et al., 1983); a forma visceral ou
kalazar causada pela L. donovani com afinidade especifica pelo sistema
reticuloendotelial (Abboud et al, 1970); e a forma muco-cutGnea ou
leishmaniose americana, causada pela L. brasiliensis (Roizenblatt et al., 1979)

e ainda pela forma cutdnea difusa.

Sinftomas cldssicos como febre, perda de peso, hepato-

esplenomegalia e linfoadenopatia podem ndo estar presentes e ja se
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documentou infeccdo assinfomdtica (Bernard, 1988; Desjeux, 1999; Wolday,

2000).

1.1.1. Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral se manifesta sob trés formas distintas:
assinfomdatica, oligossintomdtica e forma cldssica, onde os parasitas L.
donovani ou L. chagasi invadem macréfagos em todo o sistema
reticuloendotelial causando doenca sistémica intensa, caracterizada por
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, pancitopenia, febre e perda
ponderal. A sobrecarga do sistema reticuloendotelial com parasitas
predispde os pacientes a infeccdes bacterianas, a causa habitual de morte.
Hemorragias associadas a trombocitopenia também podem ser fatais

(Badard et al., 1986; Goto e Lindoso, 2004).

1.1.2. Leishmaniose Cutdnea

A lesdo (fambém chamada de Ulcera tropical) consiste em
uma Unica Ulcera na pele exposta, inicia-se como uma pdpula pruriginosa
circundada por induracdo, a qual evolui para uma Ulcera rasa e lentamente
expansiva, com bordas regulares, a qual geralmente involui dentro de seis
meses sem tratamento. Ao exame microscopico, a lesdo € granulomatosa,

em geral com muitas células gigantes e poucos parasitas. Sendo causada
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pela L. major, L. mexicana e L. braziliensis (Funasa, 2000; Fernandes et al.,

2004).

1.1.3. Leishmaniose Mucocutdnea

Causada pela L. braziliensis € encontrada apenas no Novo
Mundo. Caracteriza-se por lesdes Umidas, ulcerativas ou ndo, as quais
podem ser desfigurantes, que se desenvolvem na laringe e nas juncoes
cutaneomucosas do septo nasal, dnus ou vulva. Ao exame microscopico,
observa-se um infiltrado inflamatdrio misto com histidcitos contendo parasitas
em associacdo a linfécitos e plasmadcitos. Posteriormente, a reacdo tecidual
torna-se granulomatosa, e o numero de parasitas declina. No decorrer do
tempo, as lesdes remitem e deixam cicatrizes, porém a reativacdo pode
ocorrer, apods longos intervalos, por mecanismos ainda ndo compreendidos
(Silveira et al., 2004). A alta taxa de recaida pode ser devida d
imunossupresso que, ao expressar clinicamente a leishmaniose, permite a

reativacdo ou a doenca primdria (Pintado et al., 2001).

1.1.4. Leishmaniose Cutdnea Difusa

Encontrada apenas na Etidpia e Africa Oriental adjacente, na
Venezuela, Brasil e México; sendo, portanto, uma forma rara de infeccdo da
derme. Tem inicio como um Unico nddulo cuténeo, que se expande até que

todo o corpo seja coberto por lesdes nodulares, as quais se assemelham a
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queldides, e sdo frequentemente confundidas com os nddulos da lepra
lepromatosa. As lesdes ndo se ulceram, mas contém vastos agregados de
macrofagos espumosos repletos de leishmanias. Os pacientes costumam ser
anérgicos ndo apenas a leishmanina, mas também a outros antigenos
cut@neos, e freqientemente as lesdes respondem mal ao tratamento

(Samuelson, 2001; Silveira et al., 2004).

1.2. Aspectos Imunoldgicos

A intensidade da lesdo causada por Leishmania é
determinada pela resposta imune do hospedeiro; embora 0s mecanismos
envolvidos na resposta imune de portadores de leishmaniose ndo estejam
claramente elucidados. Sabe-se que em todas as formas clinicas, a
recuperacdo e a resisténcia d doencas sdo dependentes de respostas
imunes mediadas por células T (Carvalho et al., 1992; Bacellar et al., 2002),
desta forma o organismo humano desenvolve uma resposta imune celular e
humoral contra o parasito, caracterizando os padroes de reposta Th1l e Th2

(Reed e Scott, 1993).

A resisténcia do hospedeiro estd associada a ativacdo seletiva
e diferenciacdo de células efetoras 'T helper' CD4* (Th1) as quais secretam
um padrdo de citocinas especificas: IL-2, IFN-y, IL-12, e TNF-a, as quais sdo
conhecidas como citocinas pré-inflamatdrias. J& a susceptibilidade a

infeccdo estd relacionada a resposta de células CD4+ (Th2), que secretam
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citocinas do tipo IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TGF-B (Reiner & Locksley, 1995; Bourreau

et al., 2003).

Os mecanismos que levam a expressdo das diferentes classes
de células CD4* ainda ndo foram esclarecidos, embora existam evidéncias
que vdrios fatores podem afetar o processo durante a infecgcdo; como a
presenca de determinadas citocinas no meio durante os eventos iniciais da
diferenciacdo celular e a interacdo com células apresentadoras de
anfigenos que podem preferencialmente apresentar diferentes classes de
antigenos. As Leishmanias sdo removidas do corpo por mecanismos imunes
celulares, linfocitos T auxiliares CD4+ da classe Th1 especificos para o parasita
podem secretar interferon-y, que, juntamente com o TNF-a secretado por
macrofagos, ativa fagdcitos a destruirem os parasitas através de metabdlitos
toxicos do oxigénio ou dcido nitrico (ou ambos) (Reiner e Locksley, 1995). Em
contraste, a sub-regulacdo da resposta imune que acarreta anergia e
doenca progressiva pode ser causada por células Th2, especificas para o
parasita, que secretam IL-4, a qual inibe a ativacdo dos macréfagos por

interferon-y e inibe a secrecdo de TNF-a (Ritter & Korner, 2002).

Na forma cut@nea localizada observa-se uma correlacdo com
a resposta do tipo Th1, caracterizada histologicamente como um processo
granulomatoso  fipo  tuberculdide, com proliferacdo linfocitdria e
plasmocitdriac marcada por auséncia ou escassez de parasitos (Cdceres-

Dittmar et al., 1993; Carvalho, et al., 1992). J& na forma cutaneomucosa
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observa-se um padrdo ThO, o qual apresenta expressdo simultGnea de
citocinas Th1 e Th2. A leishmaniose cutdneo-difusa estd correlacionada com
a resposta Th2, onde hd uma infifracdo dérmica de macrofagos
vacuolizados repletos de amastigotas e com escassez de linfécitos (Genaro,

2000).

A resposta imune celular € varidvel conforme o quadro clinico,
estando presente nos pacientes acometidos pela forma cutdneaq,
exacerbada nos casos de lesdes mucosas e usualmente suprimida nos casos
de leishmaniose difusa. J& a resposta imune humoral normalmente estd
presente em todos os tipos de manifestacdes clinicas. Sendo que os niveis de
anficorpos observados na forma difusa sdo elevados, j& nas formas cut@nea
e cutaneomucosa os niveis sdo baixos ou discretamente aumentados

quando hd acometimento de mucosas (Genaro, 2000).
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2.QUIMIOCINAS

As quimiocinas foram estabelecidas como citocinas
quimioatraentes em 1992 apds o Encontro Internacional de Imunologia em
Budapest (Lindley et al., 1993). As quimiocinas constituem uma grande familia
de mediadores inflamatdrios e imunoldgicos, e apresentam similaridade com
as citocinas, bem como diferencas claras. Assim como as citocinas, as
quimiocinas sdo proteinas secretdrias produzidas por leucodcitos e células
teciduais constitutivamente ou apds inducdo, e exercem seus efeitos
localmente de forma autdcrina ou pardcrina. Entretanto as quimiocinas sdo
muito menores que as citocinas e desempenham sua atividade via
receptores com sete a-hélices transmembrana acoplados a proteina G, os

quais sdo tipicos para atracdo de leucocitos (Baggiolini, 2001).

Quimiocinas sdo constituidas de 70 a 130 aminodcidos com
quatro residuos de cisteina conservados (Baggiolini, 1994, 1997). Como
proteinas secretdrias, sdo sintefizadas com uma seqUéncia guia de 20-25
aminodcidos, a qual é retirada antes de sua liberacdo. Duas familias
principais, CXC e CC, também conhecidas como a e B guimiocinas, sdo
distinguidas de acordo com a posicdo dos dois primeiros residuos de cisteina,
0s quais sdo separados por um aminodcido varidvel (CXC) ou sdo
adjacentes (CC). As cisteinas formam duas pontes dissulfeto (Cys1 — Cys3 e

Cys2 — Cys4), o que confere s quimiocinas sua estrutura tri-dimensional. As
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pontes dissulfeto mantém as regides amino terminais juntas, o que € essencial

para sua atividade bioldgica (Baggiolini, 2001).

No entanto hd quimiocinas de outras familias, como as
linfotaxinas com duas em vez de quatro cisteinas conservadas (Kennedy et
al.,, 1995), e uma glicoproteina de membrana, fractalcina ou neurotacting,
na qual os dois primeiros residuos de cisteina sdo separados por rés residuos
aminodcidos varidveis (CX3C) (Bazan et al., 1997; Pan et al., 1997). O dominio
amino terminal € curto (3-10 aminodcidos) enquanto que a hélice carboxi

terminal consiste em 20-60 aminodcidos (Clark-Lewis et al., 1995).

Em solucdes concentradas diversas quimiocinas se associam
para formarem dimeros (Clore et al., 1990; Baldwin et al., 1991). A estrutura
geral dos dimeros € diferente para quimiocinas CXC e CC. Originalmente
acreditava-se que interagiam com seus receptores através de mecanismos
distintos, entretanto descobriu-se que a tendéncia de formar dimeros varia, e
que algumas quimiocinas sdo sempre monomeéricas, como a MCP-3 (Kim et

al., 1994).

2.1. Nomenclatura

Uma nomenclatura sistemdatica para as quimiocinas e para
seus receptores se tornou necessdria com a descoberta de muitas moléculas

novas. Esta classificacdo (Zlotnik & Yoshie, 2000) baseia-se no principio
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estabelecido para os receptores na Conferéncia Gordon em Citocinas
Quimiotdticas de 1966. Os receptores sdo definidos como CXC, CC, XC e
CX3C, seguidos pela letra R (receptor) € um numero. As gquimiocinas sAo
definidas seguindo o mesmo padrdo, baseado em sua estrutura, seguidas
pela letra L (ligante) e pelo nimero de seu gene. Engquanto que a
nomenclatura sistemdtica tem sido adotada para os receptores, a maioria
das quimiocinas ainda € distinguida por seus nomes tradicionais (Baggiolini,

2001).

2.2. Receptores de Quimiocinas

Seis receptores de quimiocinas CXC e dez CC ja foram
identificados, além dos receptores para a linfotactina e fractalcina. A
maioria dos receptores reconhece mais de uma quimiocina e muitas
quimiocinas se ligam a mais de um receptor (Baggiolini, 2001). Contudo os
receptores CC ligam-se somente as quimiocinas CC, e do mesmo modo 0s
receptores CXC ligam-se somente as quimiocinas CXC. Esta restricdo ligante-
receptor provavelmente estd relacionada as diferencas estruturais entre as
quimiocinas CC e CXC, as quais tém estruturas primdrias, secunddrias e

tercidrias similares, mas quaterndrias diferentes (Lodi et al., 1994).

Estudos visando a identificacdo dos dominios das quimiocinas
que estdo envolvidos na sua ligacdo com o receptor e sua ativacdo foram

descritos primeiramente com a IL-8. Revelou-se a importdncia da regido
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amino ferminal, e identificou-se uma seqUéncia de trés residuos, Glu-Leu-Arg
precedendo a primeira cisteina, o qual é essencial para a atividade da IL-8
(Hebert et al., 1991; Clark-Lewis et al., 1991, 1993). Apds a clonagem dos
receptores de IL-8, verificou-se que tal seqUéncia é essencial para sua
ativacdo através das quimiocinas, e que a mesma & conservada em todos
os ligantes naturais do CXCR1 e CXCR2 (Baggiolini et al., 1994, 1997).
Entretanto os efeitos da IL-8 ndo podem ser mimetizados com oligopeptideos
contendo a sequéncia Glu-Leu-Arg-Cys (Clark-Lewis et al., 1993). Estes
resultados indicam que outros sitios de reconhecimento sdo necessdrios. Tais
sitios sdo identificados logo apds a segunda cisteina e antes da terceira, por
mutagénese ou pela sintese de andlogos hibridos da forma de IL-8 de 72
residuos (Clark-Lewis et al., 1995). O sucesso destes experimentos motivou
estudos similares com muitas outras quimiocinas, os quais confirmaram a
importdncia da regido amino terminal para a ativacdo do receptor. Estudos
mais recentes com o SDF-1 (CXCL12), o ligante especifico para o CXCR4 - o
qual € amplamente expresso em leucocitos e células de tecidos, e tfambém
€ um co-receptor para o HIV (Murphy et al., 2000) - levou d identificacdo de
sequUéncias para o reconhecimento e ativacdo do receptor (Crump et al.,
1997; Zlotnik & Yoshie, 2000). Os primeiros residuos amino terminais, Lys-Pro,
sQo essenciaqis para a ativacdo: a delecdo da lisina diminui drasticamente
sua atividade, enquanto que a delecdo de ambos aminodcidos inativa

totalmente a quimiocina (Crump et al., 1997).
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Coletivamente os estudos das relacdes estruturais com a
atividade mostraram que as quimiocinas CXC e CC tém dois sitios principais
de inferacdo com seus receptores, um situado no dominio amino terminal e
o outro no “loop” rigido apds a segunda cisteina. Ambos sdo mantidos

proximos por pontes dissulfeto (Baggiolini, 2001).

A identificacdo de um grande nUmero de receptores de
quimiocnas e a caracterizacdo de sua selefividade e expressdo em
diferentes tipos de leucdcitos tem fornecido informagdes sobre a regulacdo
do tradfego de leucdcitos na salde e doenca. Fagdcitos sanguineos
expressam diferentes tipos e combinacdes de receptores de quimiocinas,
CXCR1 e CXCR2, os receptores de IL-8, sGo encontrados exclusivamente em
neutréfilos, os quais estdo envolvidos principalmente da defesa contra
bactérias. Mondcitos, eosindfilos e basdfilos compartiham alguns receptores
e expressam outros com exclusividade (CCR3 em eosindfilos e basdfilos e
CCR5 em mondcitos) e, portanto podem ser recrutados seletivamente por

quimiocinas apropriadas (Baggiolini, 2001).

Em contraste aos fagdcitos, que apresentam receptores de
quimiocinas de forma restrita, os linfocitos T podem expressar a maioria deles,
como demonstrado em estudos recentes (Sallusto et al., 2000; Loetscher et
al., 2000). A expressco de receptores nas células T € regulada por citocinas
(como IL-2, IL-4 e IFN-y) e oufras moléculas efetoras e refletem o grau de

diferenciacdo funcional.
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Foi demonstrado que a cultura de células T em presenca de IL-
2 aumenta progressivamente a expressdo de muitos receptores de
quimiocinas, denominados CCRI1, CCR2, CCR5 e CXCR3, e a resposta
quimiotdtica frente a RANTES, MCP-1, MIP-1B, IP10 e outras (Loetscher et al.,
1996). O efeito da IL-2 €& reversivel, o numero de receptores e a
responsividade decaem rapidamente com a retirada da citocina, e
restabelece-se quando a mesma ¢é adicionada novamente. Estas
observagdes geraram muito interesse e muitos grupos comegaram a estudar
a expressdo de receptores de quimiocinas no contexto da diferenciacdo de
células T e aquisicdo de propriedades funcionais. Demonstrou-se que células
Th1 e Th2 quando obtidas pela cultura em presenca de citocinas
apropriadas apresentam um repertdério diferente de receptores de
quimiocinas: CCR5 e CXCR3 para Th1l e CCR3 e CCR4 para células Th2

(Sallusto et al., 1998a, 1998b; Bonecchi et al., 1998).

2.3. Sinalizacao Intracelular

Com a ligacdo de quimiocinas, a proteina G trimérica é
ativada pela troca do GDP por GTP, e se dissocia em subunidade a ligada
ao GTP e subunidade By. A subunidade By ativa dois sinais principais para a
transducdo de enzimas, a fosfolipase C (PLC B2 e B3) que é especifica para o
fasfatidilinositol-3-OH quinase (PI3Ky). A PLC B cliva o fosfatidilinositos (4,5)-

bifosfato produzindo dois segundos mensageiros, o (1,4,5) trifosfato inositol
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(IP3) e diacilgricerol (DAG). IP3 induz a liberacdo de Ca?* dos reservatorios
intfracelulares, levando a um aumento transitério na concentracdo de cdicio
livre, o DAG atfiva vdrias isoformas da profein quinase C (PKC). A
PI3K y rapidamente gera fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato e inicia a ativacdo
de outra quinase, PKB. Apds a hidrdlise do GTP a subunidade o ligada ao
GDP se re-associa com a subunidade By e termina a sinalizacdo. Novas
descobertas sugerem que a subunidade a € mais que uma molécula que
regula a atividade da subunidade By, e pode sinalizar através da ativacdo

de ftirosinas quinases (Thelen, 2001).

O estudo da sinalizacdo € importante como base para uma
melhor caracterizacdo da acdo das quimiocinas com diferentes funcoes
bioldgicas e para a identificacdo de processos bioguimicos que podem ser
alvos terapéuticos regulando as atividades das quimiocinas (Baggiolini,

2001).

Estudos com neuftréfilos estimulados com IL-8 demonstraram
que as quimiocinas induzem rapidamente uma mudanca na morfologia
celular, resultante da polimerizacdo e despolimerizacdo da actina (Thelen et
al., 1988) e do aumento da expressdo e ativacdo de integrinas através dos
quais os leucdcitos aderem as células epiteliais antes da migracdo (Springer,
1994). Outro efeito caracteristico € a liberacdo do conteddo dos grénulos,
como exemplo proteases dos neutrdfilos, mondcitos, linfécitos T CD8* e

células NK, histamina de baséfilos e proteinas citotdxicas de eosindfilos, a



Introdugdo —=—== 36

producdo de lipideos bioativos, e a formacdo de radicais de oxigénio
durante o "burst" respiratério (Baggiolini et al., 1994, 1997). A liberacdo é
observada em altas concentracdes de quimiocinas e aumentam apds o
acondicionamento das células com citocinas inflamatérias. A liberacdo in
vivo pode ocorrer uma vez que os leucocitos tenham alcancado seu alvo,
como exemplo um foco de infeccdo e inflamacdo, onde altos niveis de
quimiocinas aumentam as acodes antimicrobianas de defesa celular

(Baggiolini et al., 1994, 1997).

2.4. Expressao das Quimiocinas em Doencas Inflamatorias

Doencas inflamatdrias sdo caracterizadas por um aumento
seletivo de diversos subgrupos de leucdcitos, um processo controlado pela

expressdo de algumas quimiocinas (Luster et al., 1997).

Cada doenca demonstra um infiltrado inflamatdrio
caracteristico com regulacdo de RNA mensageiro e concentracdo protéica
das quimiocinas distintos. O tipo de infiltrado inflamatdrio que caracteriza
uma determinada doenca € confrolado, em parte, pelo subgrupo de
quimiocinas expresso no tecido afetado. Por exemplo, em sindromes
respiratdrias e em muitos processos agudos, como a pneumonia bacteriana
observa-se um influxo macico de neutréfilos ao tecido. A concentracdo de

potentes quimioatraentes para neutrdfilos, tal como a interleucina-8,
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encontra-se aumentada no fluido broncoalveolar destes pacientes com

doencas pulmonares (Chollet-Martin et al., 1993).

Nas meningites virais, os mondcitos e linfocitos sdo recrutados
ao tecido nervoso, sendo possivel observar um aumento na concentracdo
de guimiocinas que atuam sobre essas células no fluido cerebroespinhal, tais
como IP-10 e proteina-l quimioatraente de mondcitos. O aumento na
concentracdo de quimiocinas correlaciona-se com a quantidade de células

infiltradas nas meninges (Lahrtz et al., 1997).

Em muitas doencas crénicas ocorre a infiltracdo tecidual de
linfécitos e  macréfagos.  Lesdes granulomatosas  caracteristicas  da
hanseniase e sarcoidose apresentam infiltfrados de linfécitos ativados e altas
concentracdes de IP-10 (Gottlieb et al., 1988). No processo de aterosclerose,
macrofagos e linfocitos sdo as células potencialmente encontradas nos
vasos sanguUineos afetados; sugerindo que as mesmas devem ter papel
central na patogénese da aterosclerose, atuando como progenitores das
células que armazenam lipideos e tfambém como uma fonte de fatores de
crescimento que promovem a hiperplasia da camada intima. O mecanismo
de recrutamento de mondcitos nas lesdes aterosclerdticas € desconhecido,
mas a MCP-I (proteina | quimioatraente de mondcitos) tem sido detectada

em artérias cardtidas doentes e ndo em artérias normais (Nelken et al., 1991).
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Na asma, na rinite e na dermatite atopica observam-se um
acumulo e uma ativacdo seletiva de eosindfilos e mastodcitos. Os mediadores
derivados destas células participam na patogenia dessas doencas alérgicas
(Bousquet et al., 1990). Fatores liberadores de histamina, como a eotaxina e
as proteinas quimioatraentes de mondcitos, sdo bastante conhecidos e
muito importantes nos processos alérgicos e inflamatorios (Luster et al., 1997).
Estas quimiocinas atuam como principais fatores na liberacdo de histamina
na auséncia de antigeno e anticorpos IgE (Souza et al., 1994). Além disso,
vdarias quimiocinas que atuam sobre os eosindfilos tém sua concentracdo
aumentada no tecido epitelial de pacientes com dermatite atépica, rinite
alérgica ou asma apds a apresentacdo de um determinado antigeno. E
provdavel, portanto que as quimiocinas estabelecam uma relagcdo molecular
enfre a resposta imunoldgica ativada por um antigeno especifico e a

migracdo dos eosindfilos aos tecidos (Garcia-Zepeda et al., 1996a, 1996b;

Ying et al., 1995).

A colite ulcerativa e a doenca de Crohn sdo caracterizadas
por inflamacdo crénica com superposicdo de exacerbacdes agudas. Na
fase crénica os macréfagos e os linfocitos infiltram o intestino, e na fase
aguda, neutrdfilos e talvez eosindfilos deixem a circulacdo para entrar na
mucosa intestinal. Muitas quimiocinas estdo presentes no tecido intestinal dos
pacientes com estas patologias (Garcia-Zepeda et al., 1996a; Reinecker et

al., 1995; Grimm & Doe, 1996).
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Na psoriase observam-se neutréfilos, os quais foram atraidos
pela IL-8 e GRO-a (oncogene alfa relacionado com o crescimento, embora
ndo seja realmente um oncogene) e linfécitos T ativados, cujos
guimioatraentes sdo o IP-10 e a proteina | quimioatraente para mondcitos.
Nas placas de psoriase foram identificados quimioatraentes para ambos os
tipos celulares, mas ndo foram encontrados em pele normal (Gofttlieb et al.,
1988; Gillitzer et al., 1991). E o tratamento com sucesso da psoriase resulta em

um decréscimo de IP-10 (Gottlieb et al., 1988).

2.5. Quimiocinas em Doencas Infecciosas

Os virus, para garantirem seu acesso ao citoplasma e por fim
ao nucleo celular, microorganismos patogénicos ligam-se a receptores nos
leucdcitos; como exemplo o virus Epstein Barr que se liga ao receptor para
complemento 3 e os rinovirus que se ligam a molécula 1 de adesdo

intercelular.

Os receptores para quimiocinas servem como co-receptores
para dois importantes patdégenos, o Plasmodium e o HIV. O Plasmodium vivax
liga-se ao DARC (receptor nos eritrocitos) (Horuk et al., 1993) e o HIV liga-se a
varios receptores para quimiocinas. Esses receptores acabam por determinar
o tropismo viral por facilitarem a entrada as células (Feng et al., 1996; Dragic
et al., 1996; Deng et al., 1996; Choe et al., 1996; Alkhatib et al., 1996; Doranz

et al., 1996; D'Souza & Harden, 1996).
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O HIV utiliza receptores de quimiocinas como seus Cco-
receptores obrigatérios para sua enfrada nas células; uma vez que sua
gp120 liga-se ao CD4, provocando uma mudanca conformacional, o que
permite que haja uma interacdo subsequente com o receptor de quimiocina
e consequente fus@o de suas membranas. O CXCR4 é um co-receptor para
cepas do HIV tipo 1 (HIV-1) que infecta linhagem de células T (cepas T-
tropicas), e o CCR5 é um co-receptor para HIV-1 que infectam macréfagos e
células T ativadas (cepas M-tropicas). RANTES (quimiocina que regula
expressdo e secrecdo por linfécitos T) e MIP-la e MIP-1B (proteinas
inflamatoérias de macréfagos -1a e 1B), os quais sdo ligantes para CCRS5, e o
SDF-1 um ligante para CXCR4, bloqueiam a entrada do HIV M-tropico e T-
tropico respectivamente, nas células (Cocchi et al., 1995; Bleul et al., 1996;

Oberlin et al., 1996).

A importdncia dos receptores de quimiocinas na patofisiologia
do HIV tornou-se aparente quando se descobriu um polimorfismo para CCRS,
o0 qual poderia explicar porque certos pacientes com alto risco para
infeccdo por HIV-1 permanecem ndo infectados (Dean et al., 1996; Samson
et al., 1996; Liu et al., 1996). Pessoas que sGdo homozigotas para a delecdo de
32 pares de bases no gene para o CCR5 ndo tém a sintese de proteinas
CCRS funcionais, e as mesmas ndo sdo encontradas dentre os pacientes HIV
positivos. Além disso, células de pessoas com esta mutacdo podem conferir

resisténcia a infeccdo por HIV-1 "in vitro" (Paxton et al., 1996).
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Observou-se também que pessoas heterozigotas para tal
delecdo apresentam uma progressdo mais lenta na infeccdo pelo HIV-1 do
que os individuos onde ndo hd constatacdo desta mutacdo. Este fato pode
ocorrer devido & existéncia de uma associacdo entre a gpl120 e o CD4 e o
receptfor para quimiocina antes do HIV infectar as células, apesar do
mecanismo molecular implicado na fusdo celular com o virus ndo estar
totalmente elucidado (Wu et al.,, 1996; Trkola et al., 1996; Lapham, 1996;

Dettin et al., 2002).

Os patdgenos expressam citocinas e receptores para citocinas
que sdo importantes no processo infeccioso (ex. Poxvirus codificam
receptores funcionais para interleucina-1 beta e interferon-gama). Muitos dos
herpesvirus expressam homologos de receptores para quimiocinas e muitos
deles conseguem se ligar as quimiocinas. Recentemente o herpesvirus 8,
associado ao Sarcoma de Kaposi, demonstrou ser capaz de codificar um
receptor ativo para quimiocina o qual estimula a proliferacdo celular
(independente de agonista) (Arvanitakis et al., 1997). Embora o papel destes
receptores homodlogos de quimiocinas ndo seja conhecido nos processos
infecciosos, 0s mesmos apresentam relacdo entre o sistema de quimiocinas e
o desenvolvimento de doencas em humanos. Além disso, o herpesvirus
humano tipo 6, o herpesvirus - 8 associado ao Sarcoma de Kaposi e o virus

Molluscum contagiosum codificam homaologos de quimiocinas CC.
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2.6. Receptor de Quimiocina 5 (CCR5)

O CCRS5 (Figura 7) receptor de guimiocinas da familia CC (B-
quimiocinas), apresenta sete dominios fransmembrana hidrofébicos e exerce
sua atividade via proteina G. Liga-se as quimiocinas RANTES (CCL5), MIP-1a
(CCL3) e MIP-1B (CCL4) (Samson et al., 1996) e € codificado pelo locus

CMBKRS5 localizado no cromossomo 3 (Zimmerman et al.,1997).

Figura 7 - Receptor de Quimiocina 5 (CCR5).

O receptor CCRS5 estd envolvido na quimiotaxia de leucocitos
para os sitios de inflamacdo (Murphy et al., 1994; Baggiolini, 1998; Proost et
al.,, 1996). Desempenha um importante papel no recrutamento de

macrofagos, mondcitos e células T na inflamacdo (Panzer et al., 2005;
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Spagnolo et al., 2005), e € normalmente expresso em linfocitos T e células
dendriticas, dirigindo a resposta imune preferenciaimente para Thi

(Loetscher et al., 1998).

Foi identificado um polimorfismo no gene do receptor CCRS, o
qual consiste na delecdo de 32 pares de bases, sendo denominado de
CCR5A32 (Liv et al., 1996). Esta variante resulta em uma forma ndo funcional
de receptor, impedindo a sua interacdo com suas quimiocinas ligantes

(Smith et al., 1997; Yang et al., 2004; Sidoti et al., 2005).

O alelo CCR5A32 é comum entre Europeus caucasdides
(freqUéncia alélica 0,05 - 0,15), porém raro ou ausente na maioria dos outros
grupos étnicos, como nativos africanos e amerindios (McNicholl et al., 1997;
Martinson et al., 1997; Anzala, et al., 1998; Stephens et al., 1998; Leboute et
al., 1999; Martinson et al., 2000). A auséncia desta variante também foi
relatada na populacdo nativa da América do Sul, em populacdes nativas
da Amazoénia Brasileira (Lebout et al., 1999; Chies e Hutz, 2003) e também em

Asidticos (O'Brien & Moore, 2000; Wang et al., 2003; Chang et al., 2005).

As diferencas na distribuicdo mundial do alelo CCRS5A32
podem ser explicadas pela hipdtese de que esta mutacdo surgiu na
populacdo Caucasdide (Libert et al, 1998) e teve sua freqUéncia
rapidamente aumentada devido a forte pressdo seletiva, possivelmente

originada por patdégenos que infectam macréfagos: Yersinia pestis, Shigella,
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Salmonella ou Mycobacterium tuberculosis (Lenski et al., 1988; Stephens et al.,
1998). Muito provavelmente teve sua origem na Islandia (fr=0.14; Martinson et
al., 1997), aparentemente esta delecdo disseminou-se nos séculos VI, IX e X

com os ataques Vikings (Poser et al., 1994).

Diversos estudos sustentam que a delecdo CCR5A32 poderia
estar associada a resisténcia a infeccdo pelo HIV (Dean et al., 1996; Samson
et al., 1996; Liu et al., 1996; Zuniga et al., 2003), e que confere protecdo
contra asma, artrite reumatdide, esclerose multipla, e rejeicdo de enxerto

renal em Caucasdides (Zuniga et al., 2003).

Andlises in vitro de mondcitos de portadores CCR5A32
demonstraram uma reduzida resposta quimiotdatica aos ligantes do CCRS5
(Panzer et al., 2005). Como a resposta Th1 estd associada com a inflamacdo,
o alelo CCR5A32 ndo funcional resulta em uma resposta Th1 menos efetiva,
consequentemente levando a um estado inflamatdrio mais brando (Chies &
Hutz, 2003), uma vez que a molécula de CCR5 é normalmente expressa em
macrofagos, linfocitos T e células dendriticas e dirige a resposta imune,

preferencialmente, para o padrdo Th1 (Loetscher et al., 1998).

Propde-se que o0s macrofagos sejam as principais células
hospedeiras para Leishmania, contudo o papel destas células ainda ndo
estd bem caracterizado nem na prevencdo da doenca nem na sud

progressdo independente das células T (Awasthi et al., 2004). Neste trabalho
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investigamos a freqUéncia de alelo CCR5A32 na populacdo da Regido Norte
do Parand, uma vez que a variagcdo no gene CCR5 pode ser um importante

fator dentro dos aspectos clinicos da leishmaniose.
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3.0BJETIVOS

3.1.

Geral

Analisar o polimorfismo genético do receptor de gquimiocina

CCR5 em individuos com leishmaniose e em individuos sauddveis.

3.2.

Especificos

Analisar as caracteristicas demogrdaficas dos pacientes com

leishmaniose;

Avaliar a resposta imune humoral e celular em todos os pacientes
com leishmaniose, através dos testes de imunofluorecéncia indireta

(IFl) e infradermorreacdo de Montenegro (IDRM), respectivamente;

Analisar a resposta imune humoral e celular (IFI e IDRM
respectivamente) para Leishmania sp. em relacdo ao gendtipo do

CCRS;

Avaliar a prevaléncia de mutacdes CCR5/A32 em ambas

populacoes;

Analisar a freqUéncia alélica do CCR5 em ambas as populacoes;
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Analisar os aspectos clinicos das lesdes dos pacientes em relacdo

ao gendtipo CCRS5;

Verificar a progressdo da leishnmaniose cut@nea para mucocuténea

nos portadores do alelo A32.

Relacionar os aspectos clinicos das lesdes com a resposta imune

celular dos pacientes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Populacao Estudada

As populacdes de estudo consistiram de dois grupos: um
grupo de 100 pacientes com diagnodstico de Leishmaniose Tegumentar
Americana, atendidos no Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de
Londrina, e um grupo de 100 individuos sauddveis com sorologia negativa
para sifilis, doenca de Chagas, Hepatite C (HCV), hepatite B (HBV) e
leishmaniose. Este frabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

em Seres Humanos — UEL, que estd de acordo com a resolucdo 196/96 — CNS.

4.2. Selecao das Amostras

As amostras de sangue de pacientes diagndstico positivo para
leishmaniose (sorologia e infradermorreacdo de Montenegro) consistiram em
5ml de sangue periférico coletados a vdacuo, por aspiracdo mecdénica
automdtica (vacuotainer), com agulhas e tubos descartdveis estéreis

contendo anticoagulante EDTA.

A sorologia foi realizada pelo teste de imunofluorescéncia

indireta para leishmaniose tegumentar americana (Badard & Reed, 1996) no
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laboratério de Imunologia Clinica, Departamento de Patologia, Andlises

Clinicas e Toxicolbégicas — CCS, da Universidade Estadual de Londrina.

4.2.1. Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

A reacdo de Imunofluorescéncia indireta foi realizada de
acordo com protocolo do Laboratério de Imunologia Clinica, Hospital
Universitario (HU) da Universidade Estadual de Londrina. O ftitulo de
anficorpos contra Leishmania foram medidos ufilizando-se  formas
promastigotas inativadas de Leishmania braziliensis (10¢ Leisnmania/mL da
cepa de referéncia OMS-MHOM/BR/75/M2903), em tampdo salina pH 7.2,
fixadas em IGminas comerciais (CPPI-Centro Producdo e Pesquisa de
Imunobioldgicos, Secretaria de Estado da Saude, Curitiba, Brasil) e anti IgG
humana conjugada com fluoresceina (Biolab Merieux, Rio de Janeiro, Brasil)
como anticorpo secunddrio em uma diluicdo inicial de 1:20. A leitura foi
realizada em microscépio de imunofluorescéncia (Nikon) em objetiva de 40x.
As amostras de soro foram consideradas reagentes quando o fitulo foi igual
ou superior a 1:20. Controles positivo e negativo foram incluidos em cada

lGmina.

Figura 8 - Reagao de Imunofluorescéncia Indireta. A figura da esquerda representa
uma reacdo negativa, e a da direita uma reacdo positiva.
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4.2.2. Infradermorreacdo de Montenegro

O teste de intradermorreacdo de Montenegro foi realizado
através da inoculacdo infradérmica de 0,1 mL do antigeno disponivel
comercialmente na forma promastigota de Leishmania braziliensis (CPPI-
Centro Producdo e Pesquisa de Imunobioldgicos, Secretaria de Estado da
Saude, Curitiba, Brasil), na face anterior do antebraco. A leitura foi realizada
entre 48 e 72 horas apds a inoculacdo. A reacdo foi considerada positiva,
quando o diGmetro da enduracdo resultante foi igual ou superior a 5mm

(Figura 8).

Figura 9 - Teste de Intradermorreacdo de Montenegro.

Fonte: hitp://www.gerenciadeleishmaniose.hpg.ig.com.br/index.html|
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4.3. Obtencéao de DNA

O DNA gendmico foi obtido a partir de amostras de sangue
periférico dos pacientes em estudo. A técnica utilizada no presente trabalho
consiste basicamente no rompimento enzimdatico de membranas celulares,
eliminacdo de proteinas e dcidos graxos por acdo de solventes orgdnicos e
precipitacdo do DNA com etanol (Kirby, 1990; Miller et al., 1988) com
algumas modificacdes. A integridade do DNA foi analisada rotineiramente

por uma eletroforese a 100V, em gel de agarose 1%.

4.4. Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) para CCR5

Os iniciadores para CCRS5 utilizados para a amplificacdo do

DNA foram sintetizados de acordo com a sequéncia GenBank AF009962.

4381 gtgatcactt gggtggtggc tgtgtttgcg tctctcccag gaatcatctt taccagatct
4441 caaaaagaag gtcttcatta cacctgcagc tctcattttc catacattaa agatagtcat
4501 cttggggctg gtcctgccgc tgcttgtcat ggtcatctgc tactcgggaa tcctaaaaac
4561 tctgcttcgg tgtcgaaatg agaagaagag gcacagggct gtgaggctta tcttcaccat
4621 catgattgtt tattttctct tctgggctcc ctacaacatt gtccttctcc tgaacacctt

- Primersense: 5 ACC AGA TCT CAA AAA GAA 3

- Primer anti-sense: 5 CAT GAT GGT GAA GAT AAGCCTCA 3
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A condicdo da reacdo de amplificacdo foi realizada

utilizando-se as solucoes abaixo:

SOLUCOES VOLUME
10X PCR Buffer* 2,5l
MgClLz (50 mM) * 0,75 ul
DNTP (1,25 mM) ** 2,0 pl
Primer 1 - sense (2,5 uM)* 1,5 ul
Primer 2 — anti-sense (2,5 uM)* 1,5 ul
H20 milli-Q 11,75 ul
Taq Polymerase (1,25 U/reacdo)* 2,5 ul
DNA sample (0,1 ug/pl) 2,5 ul
TOTAL 25,0 pul

* INVITROGEN life technologies — Brasil.
** Amershan Pharmacia Biotech Incorporation, USA.

Os ciclos no termociclador "PCR Sprint — ThermoHybaid"
consistram de temperatura inicial de desnaturacdo, 94°C por 5 minutos,
seguida de 35 ciclos de um minuto a 94°C, para desnaturacdo, um minuto a
58°C, temperatura de anelamento, e um minuto a 72°C para extensdo das

fitas, com extensdo final de 10 minutos a 72°C.

Todas as reacdes foram efetuadas com um controle negativo
(auséncia de DNA) a fim de assegurar a auséncia de contaminacdo, e um
controle positivo, onde se utilizou DNA de amostra conhecida quantificada

anteriormente e testada em outras amplificacodes.
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Temperatura Tempo N° de ciclos
94°C 5 min 1
94°C 1 min
60°C 1 min 35
72°C 1 min
72°C 10 min 1
10°C forever
4.5, Analise Estatistica

53

A freqUéncia do alelo A32 foi calculada como: [1 x (h + 2H)] /

2N, onde h representa o gendtipo heterozigoto, H o gendtipo homozigoto e

N o tamanho da amostra para cada populacdo. O desvio do Equilibrio de

Hardy-Weinberg foi determinado através do teste de 2. Para todos os dados

o nivel de significncia adotado foi de p<0,05. Para as caracteristicas

demogrdaficas utilizou-se o programa Micronal Origin™ 4.1,
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Resultados e Discussao

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana apresenta-se em fase
de expansdo geogrdfica. Nas Ultimas décadas, as andlises de estudos
epidemioldgicos tém  sugerido  mudangcas  no  comportamento
epidemioldgico da doenca. Inicialmente considerada uma zoonose de
animais silvestres que acometia ocasionalmente pessoas em contato com
florestas, a leishmaniose comeca a ocorrer em zonas rurais ja praticamente
desmatadas e regides periurbanas, ou em contato com o vetor, comum em
atividades como pesca, caca ou acampamentos. Em Londrina, no ano de
2002, foram confirmados 89 casos. Nossas amostras foram provenientes de
100 pacientes predominantemente da regido periurbana, sitios e chdcaras

da regido Norte do Parand.
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Figura 1 - Distribuicdo dos pacientes segundo a data do diagndstico. Foram selecionadas
amostras de pacientes com diagndstico sorolégico e IDRM para leishmaniose. A maior parte
dos pacientes selecionados para nosso trabalho foi disgnostiocada em 2002

Os pacientes provenientes de vdrias localidades da regido
Norte do Parand foram diagnosticados em sua maioria entre os anos 2000-

2005 (Figura 1), muitos deles com histéria de doenca antiga.

No presente trabalho foram avaliados 100 pacientes com
diagndstico de leishmaniose fegumentar americana, sendo 32 mulheres e 68
homens, com idades entre 03 e 80 anos. O diagndstico baseou-se em
critérios clinicos, reacdo de imunofluorescéncia indireta e teste de

intradermorreacdo de Montenegro.

A heterogeneidade da distribuicdo etdria entre os sexos estd
demonstrada na Tabela 1, onde é possivel observar que individuos do sexo
masculino com idade entre 21 — 60 anos foram mais acometidos quando

comparados a individuos do sexo feminino para a mesma faixa etdrig,
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p<0,05. Este fato pode ser explicado devido a exposicdo destes ao tipo de
trabalho (rural). Embora haja dados que demonstrem uma mudanga neste
perfil, com acometimento de pessoas de ambos os sexos e diferentes idades

(WHO, 2004).

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas dos pacientes diagnosticados com
Leishmaniose.

Sexo (n)
ldade (anos) — : Total
Feminino Masculino

03-10 04 06 10
11-20 05 08 13

21 -60 16* 42* 58*

> 60 07 12 19
Total 32 68 100

*p<0,05 (Teste Student’s T— Micronal™ Origin 4.1).

Os titulos de anticorpos na reacdo de imunofluorescéncia
indireta foram maiores que 1:20 (mediana 1:160) em todos os pacientes
selecionados, 70 amostras foram excluidas deste estudo, pois apresentaram
reatividade cruzada para paracoccidioidomicose, hanseniase, doenca de

Chagas, carcinoma basocelular e coinfeccdo com virus HIV.

As 100 amostras selecionadas com IFl positivo somente para
leishmaniose foram analisadas quanto a resposta  imune celular,
apresentando reacdo de intradermorreacdo de Montenegro positiva (2

5mm), cuja mediana foi de 15mm e a média foi de 16,60mm (+ 0,83).
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Com a finalidade de realizar a andlise genotipica para CCRS,
amostras de sangue foram coletadas de pacientes com leisnmaniose. O
DNA das amostras foi extraido e a integridade das preparacdes de DNA
obtidas foram rotineiramente analisadas por eletroforese em gel de agarose
1% (m/v), corados com brometo de efidio e visualizados em ulira-violeta,
apresentando um perfil eletroforético tipico de uma amostra integra. Todas
as amostras apresentaram bandas Unicas com concentragcdo compativel
em relacdo ao padrdo de DNA (100ng/ul); demonstrando que ndo houve
degradacdo das amostras de DNA durante sua extracdo e que as mesmas
estavam integras. A quantificacdo foi realizada em espectrofotdmetro a 260

nm.

A partir das amostras integras de DNA, de pacientes com
leishmaniose, realizou-se PCR para o fragmento CCRS5, utilizando-se
iniciadores especificos, como descrito em Materiais e Métodos. Na Figura 2, o
resultado da amplificacdo pode ser visualizado em gel de poliacrilamida 10%
(v/v), corado com prata onde € possivel de se observar os diferentes

gendtipos observados para o CCR5 nas populagcdes em estudo.

- CCR5/CCRS5 representa o gendtipo na auséncia de delecdo, apresenta

uma Unica banda eletroforética com 225pb.

- CCR5/A32 representa o gendtipo em heterozigose, o qual apresenta duas

bandas eletroforéticas: 225pb e 193 pb.
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- A32/A32 representa o gendtipo em homozigose para a delegcdo, com

uma Unica banda de 193 pb.

Figura 2 - Diferentes genétipos do receptor de quimiocina 5. Gel de poliacrilamida 10% (v/v)
corado com prata. Onde L representa o Ladder 100pb, 1 o gendtipo selvagem para o CCR5
(CCR5/CCR5); 2 o gendtipo heterozigoto (CCR5/A32); e 3 o gendtipo homozigoto para o
alelo variante (A32/A32).

Dentfre os 100 pacientes com leishmaniose, 89% (89/100) sGo
homozigotos para o alelo selvagem (CCRS5), 10% (10/100) apresentaram o
alelo em heterozigose e 1% (01/100) sdo homozigotos para o alelo variante
(A32). J& nos individuos sauddaveis a freqUuéncia do gendtipo selvagem foi de
?1% (21/100), o gendtipo heterozigoto foi observado em 8% (08/100) dos

individuos e 1% apresentou o alelo variante em homozigose.
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Tabela 2 - Frequéncia genotipica e alélica dos alelos CCR5 e A32 do gene CCR5 em
pacientes com Leishmaniose.

PopUIaCEo N de Gendtipo (n=100) @ FreqUéncia Alélica
de Estudo amostras
CCR5/CCR5 CCR5/A32 A32/A32 CCR5 A32
Pacientes
com 100* 89 10 01 0,94 0,06
Leishmaniose
Individuos 4 5 s 91 08 01 0,95 0,05
Sauddveis

*x2 EHW =1,2876 grau de liberdade 1 p>0,05
2 EHW = 2,493 grau de liberdade 1 p>0,05

d Pacientes com leishmaniose x Individuos sauddveis y? = 0,244 (grau de liberdade 2;
p>0,05)
b Pacientes com leishmaniose x Individuos sauddveis x? = 0,288 (grau de liberdade 1;
p>0,05)

Nossos resultados demonstram que tanto os individuos com
leishmaniose como doadores normais apresentaram os valores percentuais
dos gendtipos semelhantes, e se encontram dentro do Equilibrio de ligacdo

de Hardy Weinberg (Tabela 2).

A freqUéncia alélica foi calculada para ambas as populacdes
estudadas, sendo que a freqUuéncia para o alelo CCRS foi igual a 0,94 em
individuos com leishmaniose e 0,95 em individuos sauddveis, enquanto que a
freqUéncia do alelo A32 foi de 0,06 nos pacientes com leishmaniose e 0,05 no

grupo controle.



Resultados e Discussdd e 60

[

h
=

—
=,
=
h—
= 200
L
L

CCRS/CCRS ’ Delta 32
GENOTIPO

Figura 3 - Titulo de anticorpos para Leishmania sp. em relagcdo ao genoétipo
do CCR5. A ordenada representa a reciproca do titulo de anticorpos nos
individuos portadores do alelo delta32 foi significativamente maior que nos
selvagens (p<0,05). Os individuos Delta32 sdo aqueles que apresentam os
alelo variante tanto em homozigose quanto em heterozigose.

Os pacientes portadores do alelo A32 apresentaram valor
meédio do fitulo de anticorpos (327,27 £ 99,13) significativamente maior que
os selvagens, os quais apresentaram valor médio igual a 253,26 + 33,61, de
acordo com o teste t (p<0,05) (Figura 3). Este perfil pode ser explicado pelo
fato de que a delecdo A32 acarrete deficiéncia do receptor de quimiocina
CCR5 em favorecer uma resposta imunoldgica do tfipo Thl, provavelmente

acarretando um desequilibrio com tendéncia para resposta Th2.



Resultados e Discussdd = 61

E
E
=
i
Q

CCRS/CCRS ' Delta3?
GEMOTIPO

Figura 4 - Intradermorreacdo de Montenegro em relacdo ao gendtipo. Os individuos foram
divididos de acordo com o gendtipo, sendo os CCR5/CCR5 aqueles que apresentam o alelo
selvagem em homozigose. J& os Delta32 sdo os individuos que apresentam os alelo variante
fanfo em homozigose quanto em heterozigose. Ndo houve diferenca significativa entre
gendtipos quanto aos valores da IDRM (p>0,05).

Ndo foi observada difrenca significativa entre os diferentes
gendtipos (p>0,05) com relacdo aos valores do teste de intradermorreacdo
de Montenegro. Nos individuos selvagens (CCR5/CCR5) o valor médio do
teste de Montenegro foi de 16,46 + 0,89 mm, enquanto que nos pacientes

portadores do alelo A32 o valor médio foi de 17,54 + 2,49 mm (Figura 4).

Os 89 (89%) individuos selvagens para o gendtipo CCR5/CCR5
apresentaram lesdes localizadas, com uma uUnica lesdo inicial, pequena,
eritematosa, sélida, com bordas elevadas, e cobertas com crosta central,

alguns deles desenvolveram uma lesdo ulcerada caracteristica, com bordas
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elevadas e hiperemiadas e base granulomatosa. Dentre os pacientes
selvagens, 22,47% (20/8%) apresentaram lesdes na membrana mucosa nasal
e perfuracdo no septo nasal cartilaginoso, coriza e epistaxe tfambém
estavam presentes. Dentre os portadores do alelo A32 (10% - 10/100) somente
a forma cut@nea foi observada, caracterizada por uma lesdo eritematosaq,

com crosta central e base granulosa (Tabela 3).

Tabela 3 - Aspectos clinicos em relagcdo ao gendtipo.

) Gendtipo
Aspectos clinicos
CCR5/CCR5 CCR5/A32 A32/A32
Lesdo cutdnea 69 10 01
Lesdo 20 00 00
mucocutdnea
Total 89 10 01

Todos os pacientes CCR5/CCRS que apresentaram lesdo na
memibrana mucosa nasal (22,47% - 20/89), apresentaram uma lesdo cutdnea
ulcerada inicialmente. Dentre estes pacientes 55% (11/20) apresentaram a
lesdo na mucosa nasal apds 2,85 + 0,5 anos, valores médios para reacdo de
Montenegro de 11,87 + 2,45 mm, enquanto que 45% (09/20) desenvolveram
a les@o mucosa apds 16,25 + 4,06 anos apresentaram valores médios para
reacdo de Montenegro de 250 + 2,74 mm (Figura 5). Valli et al. (1999)

verificaram a presenca de uma fraca resposta imune de perfil Th2 no sangue
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periférico de pacientes comn leisnmaniose mucocutdnea, juntamente com

uma resposta Th1 altamente ativada.

b2
=

h
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i
.
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Figura 5 - Intradermorreacéo de Montenegro em relacdo ao tempo de
desenvolvimento de lesbes mucocutédneas. Os valores sdo
significativamente diferentes p<0,05.

Desta forma os valores do teste de Montenegro foram
signifivativamente maiores nos pacientes que apresentaram a lesdo mucosa
apods 5 anos do aparecimento da lesdo cuténea inicial, em comparacdo
com aqgueles que apresentaram as lesdes mucosas denfro de um periodo de
5 anos apds a lesdo cut@nea inicial. Estes dados sugerem que os pacientes

que desenvolveram as lesdes mucosas apds 5 anos apresentam uma
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resposta imune celular mais efetiva que os que desenvolveram as lesdes até

5 anos apds as lesdes cutdneas.

A leishmaniose mucocutdnea € uma doenca associada a
resposta imune Th1 (Bacellar et al., 2002), onde h& producdo elevada de IFN-
y € TNF-a especificos contra anfigenos de leishmania, bem como baixa
concentracdo de IL-10 e TGF-B (Faria et al., 2005). Barral-Neto et al. (1998)
também observaram altos niveis de IFN-y, os quais eram dez vezes maiores
que os niveis de IL-10 no sobrenadante de cultura de células de pacientes

com leishmaniose mucocutdnea estimuladas com antigeno de leishmania.

A incidéncia da Leishmaniose Tegumentar Americana, no
Brasil, aumentou de 21.800 casos em 1998 para 60.000 em 2003 (Desjeux,
2004). Este aumento tem sido atribuido a mudancas comportamentais e
ambientais, como exploracdo de florestas nativas, migracdo massiva da
zona rural para dreas urbanas, urbanizacdo rdpida e ndo planejada, e a
construcdo de represas € novos esquemas de irrigacdo (Desjeux & Alvar,

2003).

Com relacdo & imunologia da Leishmaniose Cuténea, as
pesquisas tém sido realizadas principalmente em relacdo aos subtipos de
células T CD4* e CD8*, e das citocinas produzidas por estas células nas lesoes.
Embora as respostas de células T na leishmaniose humana envolvam uma

mistura de células Th1 e Th2 (Reed & Scott, 1993), as respostas Th nos sitios de
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lesdo ainda ndo estdo bem estabelecidas. Na leishmaniose cutdnea
causada por L. braziliensis, as citocinas do tipo Th1 predominam sobre as Th2
(Caceres-Dittmar et al., 1993; Louzir et al., 1998). Silveira et al. (2004)
demonstraram a alta expressdo de RNAM de IFN-y em bidpsias de lesdes
cutdneas de pacientes infectados com L. braziliensis, enquanto que ndo foi

observada a expressdo de RNAmM de IL-4 nas mesmas amostras.

Sabe-se que as quimiocinas sdo capazes de ativar as células T,
embora o padrdo de ativacdo possa diferir nas diferentes interacdes entre
receptor de quimiocina e quimiocina ligante (Nanki & Lipsky, 2001). O
receptor de quimiocina 5 (CCR5) desempenha um importante papel no
recrutfamento de macréfagos, mondcitos e células T na inflamacdo (Panzer
et al., 2005; Spagnolo et al., 2005), dirigindo a resposta imune para o padrdo
Th1 (Loetscher et al., 1998). A delecdo de 32 pares de bases no receptor de
quimiocina 5 (CCR5A32) pode alterar a expressdo ou a funcdo da proteina

produzida (Sidoti et al., 2005).

Na populacdo brasileira, caracterizada por uma intensa
miscigenacdo, a freqUéncia de individuos com o gendtfipo selvagem,
CCR5/CCRS5, foi de 93% e a de individuos heterozigotos , CCR5/A32, de 7%

(Passos Jr. e Picanco, 1998).

No presente trabalho 100 pacientes com Leishmaniose foram

analisados quanto a delecdo CCR5A32, 89% (89/100) foram homozigotos



Resultados e Discussd m—m————————— 66

para o alelo selvagem, 10% (10/100) apresentaram o alelo A32 em
heterozigose e 1% (01/100) foi homozigoto para o alelo variante,
demonstrando similaridade com os dados da populacdo brasileira relatados

por Passos Jr. e Picanco (1998).

O alelo selvagem esteve presente em homozigose em 89% dos
pacientes, os quais apresentaram lesdes localizadas cobertas por uma crosta
central. FreqUuentemente a lesdo inicial era pequena e uma lesdo ulcerada
caracteristica geralmente se desenvolvia. As lesdes mucocuténeas,
geralmente na membrana mucosa nasal, foram observadas em 22,47%
(20/89) destes pacientes e o septo cartfilaginoso estava freqUentemente

perfurado.

Andlises in vitro tém demonstrado que células de portadores
do alelo A32 apresentam um resposta quimiotdtica reduzida aos ligantes do
CCRS5 (Panzer et al., 2005). Uma vez que a resposta imune do tipo Thl estd
associada com inflamacdo, o alelo CCR5/A32 ndo funcional resultaria em
uma resposta Th1 menos efetiva, levando conseguentemente a um estado
inflamatdrio menos severo (Chies e Hutz, 2003), pois a leishmaniose cutdnea
causada pela L. braziliensis resulta na ativacdo de uma resposta imune Thi

altamente especifica (Blackwell, 1999; Silveira et al., 2004).

O espectro da leishmaniose tegumentar americana proposto

por Silveira et al. (2004) baseia-se nas respostas imunes celular e humoral
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elicitadas pelos parasitas. Dentre os pacientes com gendtipo selvagem
(22,47% - 20/89) que apresentaram lesdes mucocutdneas, todos
apresentaram primeiramente uma lesdo inicial ulcerada. Tem sido sugerido
que através de disseminacdo hematogénica ou linfatica dos parasitas, os
pacientes podem desenvolver a forma mucocutdnea da leishmaniose ao
mesmo tempo em que a lesdo cutdnea, ou mesmo depois de meses a anos
apo6s a cura da lesdo cutdnea (Martinez et al., 1992; Ministério da Saude,

2000; Silveira et al., 2004).

Todos os pacientes com leishmaniose apresentaram valores
positivos para o teste de Montenegro, pois pacientes infectados com L.
braziliensis apresentam uma alta prevaléncia de reacdes positivas para IDRM
(Silveira et al., 1998). Sabe-se que uma vez que se torna positivo permanece

positivo por toda a vida (Fernandes et al., 2004).

@) teste de infradermorreacdo demonstra uma
hipersensibilidade cutdnea especifica do tipo tardio aos antigenos de
leishmania. Foi utilizado pela primeira vez em humanos por Montenegro
(1926). Extensamente empregado em estudos epidemioldgicos €
considerado o método mais prdtico e seguro para o diagndstico de
leishmaniose tegumentar americana nas dreas endémicas (Barbosa Santos

etal., 1998, Jorquera et al., 1998).
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No presente frabalho 55% (11/20) dos individuos que
desenvolveram lesdes mucocutdneas sé apresentaram a lesdo na mucosa
nasal apods 2,85 (£ 0,5) anos, e a média do valor do feste de Montenegro
nestes pacientes foi de 11,875 (£ 2,45) mm. Os 45% (09/20) dos pacientes que
apresentaram a les@o na mucosa nasal apds 16,25 (x4,06) anos
apresentaram valores médios para o teste de Montenegro de 25,0 (+2,74)
mm. Engquanto que todos os portadores do alelo A32 (10% - 10/100)
apresentaram somente a forma cuté@nea da doenca. Estes dados estdo de
acordo com Silveira et al. (2004) e Faria et al. (2005) que verificou que
pacientes com lesdes mucocutdneas apresentam uma resposta imune
mediada por células T vigorosa contra L. braziliensis. Células mononucleares
de sangue periférico de individuos que desenolveram lesdes mucocutdneas
apresentam valores mais altos de IFN-y e TNF-a, associados com baixos niveis
de IL-10 quando comparados & pacientes que apresentam apenas lesdes

cut@neas (Faria, et al., 2005).

Os mecanismos da resposta imune na Leishmaniose
Tegumentar Americana ainda ndo estdo devidamente esclarecidos, apesar
dos inUmeros estudos. No inicio, a doenca pode ser limitada e auto-

resolutiva, e posteriormente pode evoluir para leishmaniose mucocuténea.

E possivel que os pacientes com lesdes mucocuténeas
apresentaram uma resposta imune mediada por células T potencializada, e

que portadores do alelo A32 tenham apresentado uma resposta mais fraca



69

Resultados e Discussao

devido a forma ndo funcional do CCRS5, ja que a literatura tem demonstrado
que a lesdo é ocasionada por citocinas e quimiocinas envolvidas no perfil da
resposta imune Thl. Porém, devido ao pequeno numero de portadores do
alelo A32, mais estudos sdo necessdrios para elucidar o papel do CCR5 nas

caracteristicas clinicas da leishmaniose.
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6. CONCLUSAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana &, fundamentalmente,
uma zoonose de animais silvestres, que pode atingir o homem ao entrar em
contato com os focos zoondticos. Como observado neste frabalho o maior
numero de acometidos € de adultos com idade entre 20 e 60 anos, do sexo

masculino.

Em relacdo ao ftitulo de anticorpos, os pacientes portadores
do alelo A32 apresentaram maior titulo de anticorpos, provavelmente devido
a deficiéncia do perfil Th1, ocasionada pela ndo funcionalidade do receptor

CCRS5 proveniente do alelo mutato.

Ndo houve diferencas significativas nos valores da IDRM entre
os diferentes gendtipos nos pacientes com leishmaniose. Os pacientes que
apresentaram lesdo mucocutdnea apds 5 anos da lesdo inicial
apresentaram, em sua maioria, valores de IDRM superiores a 13mm,

possivelmente devido a resposta imune celular mais intensa ou protetora.

Embora os resultados ndo demonstrem diferenca quanto a
freqUéncia alélica do CCR5A32 entre os pacientes com leishmaniose e
individuos normais, os portadores do alelo A32 apresentaram apenas
manifestacdes cut@neas da leisnmaniose, enquanto que individuos

selvagens para o mesmo alelo apresentaram também lesdes mucocuténeas.
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ABSTRACT

Patients with mucocutaneous leishmaniasis show a vigorous T cell immune
response against L. braziliensis. Since the Th response is associated with
inflammation the non-functional CCR5 may relies in a less severe
inflammatory state. The aim of this study was to investigate the CCRS5 gene in
a Brazilian population with leishmaniasis compared with healthy control
subjects and to determine the progression from cutaneous to
mucocutaneous leishmaniasis in the A32 allele carriers. Among 100 patients
with Montenegro skin test and indirect immunofluorescence assay values
positive for leishmaniasis, there were 32% women and 68% men. The patients
were 89% CCRS/CCRS, 10% CCRS5/1132 and 1% A32/A32, while healthy
subjects showed a 91% incidence of CCR5/CCRS5, 8% of CCR5/A32 and 1% of
A32/A32. The CCRS5/CCRS patients (89%) showed a large spectrum of clinical
manifestations, where 22.47% had active mucous lesions and 77.53% had
cutaneous lesions. In this work, the A32 allele carriers (10%) showed only
cutaneous manifestations when compared to wild-type individuals. Finally,
with regard to the A32 allele carriers, a less severe spectrum of clinical
manifestations was observed, in comparison to wild-type individuals. Although
a lack of mucocutaneous lesions was evident among A32 allele carriers, the
number of individuals studied was small. Therefore, further investigations are

needed to elucidate the role of CCRS5 in the clinical aspects of leishmaniasis.
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Introduction

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is a parasitic protozoal
disease, which is widespread in most countries of Latin America and caused
by different species of the genus Leishmania (01). It is considered endemic in
88 countries (02). Leishmania braziliensis is regarded as the most important
parasite associated with localized cutaneous leishmaniasis in the Americas
(03), and as the most frequent and widely distributed Leishmania parasite in

Brazil (04).

ACL, conventionally known as localized cutaneous leishmaniasis (LCL)
and / or mucocutaneous leishmaniasis (MCL), develops a large spectrum of
clinical forms of disease (05). The cutaneous disease is characterized by single
or multiple localized lesions on exposed areas of skin that typically ulcerate.
The incubation period ranges from two to six weeks. Mucocutaneous
leishmaniasis  typically involves several lesions that undergo extensive
ulcerations, and after months to years, metastatic lesions appear in the
nasopharynx; nasal obstruction and epistaxis are frequent presenting

symptoms (06).

The spectrum of clinical and immunopathological manifestations of
ACL has been the subject of many investigations in an attempt to fully
understand the host immune mechanisms that play a crucial role in the

pathogenesis of the disease (01). Macrophages are proposed primary host
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cells for Leishmania, but the role of these cells has not been well
characterized, neither in disease prevention nor in disease progression

independent of T-cells (07).

It is known that chemokines are important determinants of the early
inflammatory response (08, 09, 10). Physiologically, chemokine receptors

mediate the chemotaxis of T-cells and phagocytes to areas of inflammation

(11).

The CCRS gene product is a member of the seven-transmembrane G-
protein-coupled receptor family which responds to normal beta-chemokine
ligands, and is involved in the chemotaxis of leukocytes towards inflammation
sites (12, 13). A mutant allele of the beta-chemokine receptor gene CCRS5
bearing a 32-bp deletion in the region corresponding to the second
extracellular loop of CCR5 (denoted as delta CCR5 or CCR5A32), which
prevents cell invasion by the primary transmitting strain of HIV-1, has been

characterized (14, 15, 16, 17).

CCRS is present only in certain cell types, specifically, lymphocytes,
dendritic cells and macrophages (18). The CCR5A32 variant results in a non-
functional form of the chemokine receptor which is incapable of binding
beta chemokines (RANTES, MIP-Talpha, MIP-1beta). CCR5A32 causes
significant defects in the chemotaxis mediated by these ligands, and it has

been implicated in a variety of immune-mediated diseases (19, 10).
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Renal transplant recipients homozygous for the deletion have been
observed to survive significantly longer than those heterozygous or
homozygous for the wild-type allele (20). Several studies maintain that the
CCR5A32 deletion could be associated with resistance to HIV-infection and
confers protection against asthma, rhreumatoid arthritis (RA), multiple sclerosis,
and renal allograft rejection among Caucasians. Considerable variation in
the global distribution of CCR5A32 has been observed. Heterozygosity and
homozygosity for CCR5A32 occurs in about 10-15% and 1% of the Caucasoid

ethnic group, respectively (21).

Patients with mucocutaneous leishmaniasis display severe inflammatory
state associated with Th1 immune response. The non-functional CCR5A32
allele can lead to a less severe immune response. In this study we investigated
the CCR5A32 gene in a Brazilian population with leishmaniasis compared to
healthy control subjects, and examined the progression of cutaneous to

mucocutaneous lesions in the A32 allele carriers.

Materials and Methods

Samples: Following approval from the Human Ethics Committee of Londrina

State University, we studied 100 Brazilian patients with positive diagnosis for
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cutaneous leishnmaniasis, who were seen at Londrina State University Clinical

Hospital, and 100 healthy control subjects.

Sample selection: The samples consisted of 5mL of peripheral blood drawn
with EDTA as anficoagulant. Leishmaniasis diagnosis was confirmed by

indirect immunofluorescence assay (lIF) and Montenegro skin test.

Indirect immunofluorescence assay: This test was performed according to the
standards used by Londrina State University Clinical Hospital. The titers of
antibodies against Leishmania were measured using inactivated Leishmania
brasiliensis promastigotes, 106 Leishmania/mL of the reference strain OMS-
MHOM/BR/75/M2903, in buffered saline, pH 7.2, fixed on commercially
available slides (CPPI-Centro Producdo e Pesquisa de Imunobioldgicos,
Secretaria de Estado da Saude, Curitiba, Brazil) and fluorescein-conjugated
goat anti-human IgG (Biolab Merieux, Rio de Janeiro, Brazil) as a second
antfibody at an initial serum dilution of 1:20. Slides were read using a Nikon
immunofluorescence microscope, 40X. A serum sample was considered
reactive when the fiter value was >1:20. Positive and negative controls were

included in each slide.

Montenegro skin test: the Montenegro skin test was performed using
commercially available antigens of Leishmania brasiliensis promastigotes
(CPPI-Centro Producdo e Pesquisa de Imunobioldgicos, Secretaria de Estado

da Saude, Curitiba, Brazil). The reactions were performed by infradermal
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injection of 0.1TmL antigen into the patients’ forearms. The test was read 48-72

h later and induration > 5mm in diameter was considered positive.

DNA extraction: Genomic DNA was isolated from peripheral blood cells using
the technique described by Kirby (1990) (22). DNA was extracted from whole
blood in the presence of 0.2M NaCl and 0.25% SDS, for 4h at 37°C. After
precipitation with ethanol, the pellet was dried and resuspended in 504L of

milli Q water.

DNA amplification of CCR5 - Polymerase chain reaction: DNA was analyzed
using PCR with specific primers for CCR5: CCR5.1 (sense, 5’- ACC AGA TCT
CAA AAA GAA -3%) and CCR5.2 (antisense, 5’- CAT GAT GGT GAA GAT AAG

CCT CA -3’), GenBank Accession: AF009962.

Samples were amplified using the kit buffer plus 1.5mmol/l Tag
polymerase (Invitrogen, Life Technologies, USA). PCR procedure was 5 min
denaturation at 94°C, 35 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 58°C and 1 min at
72°C, and 10 min elongation at 72°C, carried out in a thermocycler (PCR-
Sprint Hybaid). All DNA amplification reactions were performed with
appropriate negative controls in parallel to detect contamination at each
step of the procedure. PCR products of 225 and 193 base pairs were
analyzed by electrophoresis in a 3% agarose gel and visualized using UV

fluorescence after staining with ethidium bromide.
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Statistical analysis: The A32 allele frequency was calculated as: [1 x (h + 2H)] /
2N, where h represents the heterozygous genotype, H the homozygous
genotype and N the sample size for each population. Genotype data were
analyzed by the chi-square (y?) test with the level of significance set at
p<0.05. Demographic characteristics were evaluated by the t-test, Micronal

Origin™ 4.1,

Results

In the present investigation, 100 patients (32 women and 68
men) aged 3 - 80 years with ACL, most infected in North Parana State, were
studied. Diagnosis of the disease was based on clinical criteria, indirect

immunofluorescence assay (lIF) and Montenegro skin test.

The heterogeneous age distribution between genders is shown
in Table 1, and it can be noted that there were more men than women aged

21-60 years old, showing a significant difference (p<0.05).

The titers for IIF were higher than 1:20 (median 1:160) in all
samples of leishmaniasis patients, who also showed a positive Montenegro

skin test (> 5mm) (median, 15mm; mean + S.E., 16.60 + 0.83).



ANEX0S —— 94

Tablel. Demographic characteristics of leishmaniasis patients.

Gender (n)
Age (years) Total
Female Male

03-10 04 06 10
11-20 05 08 13

21 - 60 16* 49* 58*

> 60 07 12 19
Total 32 68 100

* pP<0.05

Since the Brazilian population has a heterogeneous ethnic
origin, Table 2 shows a breakdown of genotypes, wild-type (CCR5/CCRS) and
A32 allele frequencies, in a group of 100 Brazilian patients with leishmaniasis
and 100 healthy control subjects. The populations examined did not show a
significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium.

Table 2. Genotypic and allelic frequencies for the A32 and wt alleles of CCRS5 in leishmaniasis
patients in Brazil.

stud Number Genotype (n) 2 Allelic frequency b
uay of
subjects |
SampléS  cCR5/CCR5  CCR5/A32  A32/ A32 wt A32
Leishmaniasis 445« 89 10 01 0.94 0.06
patients
Healthy 100 ** 91 08 01 0.95 0.05
subjects

*x2in HWE = 1.2876 1 degree of freedom p>0.05
** y2in HWE = 2.493 1 degree of freedom p>0.05

@ Leishmaniasis patients x Healthy subjects  y2 = 0.244 (2 degrees of freedom; p>0.05)
b Leishmaniasis patients x Healthy subjects 2= 0.288 (1 degree of freedom; p>0.05)
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The frequencies of these dlleles did not show a significant difference

between leishmaniasis patients and healthy control subjects (p>0.05).

A total of 89 (89%) wild-type individuals (CCR5/CCRS5) had a single
localized lesion; there was a small initial lesion which was erythematous, solid,
elevated and covered by a central crust, which in some patients developed
into an ulcerated lesion with a very characteristic raised border and granular
base. In this latter group, 22.47% (20/89) presented with mucocutaneous
lesions in the nasal mucous membranes and perforation of the nasal
cartilaginous septum, where coryza and epistaxis were also present. Among
the A32 carriers 10% (10/100), just the cutaneous form was observed showing
an ulcerated and erythematous lesion with a central crust and granular base

(Table 3).

Table 3. Clinical aspects in accordance to the patient’'s genotype.

Genotype
Clinical Aspects
CCR5/CCR5 A32 carriers
Cutaneous Lesions 69 11
Mucocutaneous Lesions 20 00
Total 89 11

Fisher exact teste: p = 0.074
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All of the CCRS5/CCRS patients who showed lesions in their nasal
cartilaginous septum (22.47%, 20/89) had an ulcerated lesion as the first sign
of disease. Among these patients, 55% (11/20) showed the lesion in the nasal
mucosa only after 2.85 (£ 0.5) years, and the mean for the Montenegro skin
test in these patients was 11.87 (£ 2.45) mm. The 45% (09/20) patients who
developed the nasal mucosa lesion 16.25 (+ 4.06) years later had a mean

Montenegro skin test of 25.0 (x 2.74) mm.

Discussion

The incidence of cutaneous leisnmaniasis (CL) in Brazil increased from
21,800 cases in 1998 to 60,000 in 2003 (23). Increases have been mainly
aftributed to behavioral and environmental changes, promoting the
development of new settlements, intrusion into primary forest, deforestations,
massive migration from rural to urban areas, fast and unplanned urbanization,

and the building of dams and new irrigation schemes (24).
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We demonstrated that men aged 21 - 60 years are more
accomplished than women at the same age (p<0.05), what may be
explained by men exposition to rural work, although there are data showing a
change in this pattern, with accomplishment of persons from both genders
and different ages (25). Fernandes et al. (2004) (26) also observed that there

was no significant difference in the age distribution between sexes.

With regard to the immunology of ACL, investigations have principally
examined the profile of CD4* and CD8* T-cell subsets, and the cytokines
produced by these cells in the lesions of patients. Although peripheral T-cell
responses in human leishmaniasis involve a mixture of Th1 and Th2 cells (27),
the Th responses elicited at the lesion site are not yet fully elucidated. In ACL
caused by L. braziliensis, Th1 cytokines predominate over Th2 cytokines (28,

29).

It is known that chemokines have the potential to stimulate T-cell
activation, although the pattern of activation may differ for different
chemokine — chemokine receptor interactions (30). Chemokine receptor 5
(CCR5) plays an important role in the recruitment of macrophages,
monocytes and T-cells in inflammation (31, 32), driving an immune response
involving a Th1 cytokine pattern (18). The CCR5A32 deletion may alter the

expression or the function of the protein product (33).
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In the Brazilian urban population, which is characterized by intense
ethnic admixture, the frequency of normal CCR5/CCRS5 homozygous
individuals was found to be 93% and 7% for the frequency of CCR5/A32

heterozygous individuals (34).

In this work, the examination of 100 leishmaniasis patients for CCR5A32
deletion showed that 89% (89/100) were homozygotes for the wild allele, 10%
(10/100) carried the A32 allele in the heterozygous state and 1% (01/100) were

homozygotes for the variant allele.

The wild-type allele was present in the homozygous state in 89% of the
patient group, who displayed a single localized lesion covered by a central
crust, the initial lesion was often small, and a very characteristic ulcerated
lesion usually developed afterwards. Mucocutaneous lesions, generally in the
nasal mucous membranes, were observed in 22.47% (20/89) of these patients,

and the cartilaginous septum was frequently perforated.

It has been demonstrated that in vitro analysis of monocytes from A32
carriers showed a reduced chemotactic response to CCRS ligands (31). Since
Th1 immune response is associated with inflammation, therefore the non-
functional CCR5A32 allele relies in less effective Th1 responses, once CCR5
molecule is normally expressed in macrophages, T lymphocytes and dendritic

cells, driving a Th1 immune response (35, 18).
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The proposed spectrum of ACL is based on the subsequent cellular and
humoral immune responses elicited by these parasites. Among the wild-type
patients (22.47%, 20/89) who displayed mucosal lesions, all of them presented
with an ulcerated lesion af first. It has been suggested that a hematogenic or
lymphatic dissemination of the parasite in patients could lead to the
mucocutaneous form of leishmaniasis (36, 37) at the same time as cutaneous

lesions or months to years after initial lesions have healed (01).

All of our leishmaniasis patients had positive values for the Montenegro
skin test. It is known that once it is positive it remains positive for life (26). In the
present work 55% (11/20) patients showed the lesion in the nasal mucosa only
after 2.85 (£ 0.5) years, and the mean for the Montenegro skin test in these
patients was 11.87 (x 2.45) mm. The 45% (9/20) patients who developed the
nasal mucosa lesion 16.25 (£ 4.06) years later had a mean value for the
Montenegro skin test of 25.0 (£ 2.74) mm. On the other hand, all of the A32
allele carriers (10%, 10/100) displayed only the cutaneous form of

leishmaniasis.

This is in accordance with Silveira et al. (2004) (01) who verified the fact
that mucocutaneous patients show a vigorous T-cell immune response
against L. braziliensis. It is known that CCRS5 ligands (CCL3/MIP-2, CCL4/MIP-18,
and CCLS5/RANTES) are involved in the development of Thl cells (38).
Mucocutaneous leishmaniasis is a disease associated with a strong Thi

immune response to Leishmania antigen. Bacellar et al. (2002) (39) offer
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evidence that CD4+ Th1 type cells are responsible for the exaggerated
production of antigen — specific TNF-a. and IFN-y, and this response is poorly
regulated by IL-10 and TGF-B. Faria et al. (2005) (40) have demonstrated that
decreased in situ expression of IL-10 receptor is correlated with the
exacerbated inflammatory and cytotoxic responses observed in mucosal

leishmaniasis.

The exact pathogenic mechanism of mucocutaneous leishmaniasis has
not been elucidated. It has been suggested that mucocutaneous
leishmaniasis may represent a polar hypersensitivity reaction to leishmania

infection (41).

Recently it has been proposed that Leishmania major modulates
chemokines and its receptor expression by dendritic cells and affects their

migratory capacity (42).

It is possible that patients with mucocutaneous lesions showed a
stronger T-cell response and that delta32 carriers could have had a weaker
response and migratory capacity due to the non-functional form of the
chemokine receptor. Because there is small number of A32 allele carriers
examined, further studies are needed to clarify the role of CCR5 in the clinical

features of leishmaniasis.
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RESUMO

A migragdo dos leucécitos € essencial & resposta inflamatoria e a resposta do hospedeiro frente ao
processo infeccioso e este processo ¢ controlado por quimiocinas, as quais sdo citocinas quimiotaticas
e tém assumido um papel central na patofisiologia de varias doengas ¢ mostrado seu potencial como
alvo terapéutico. Poucos campos de estudo da Biologia Molecular e Imunologia sofreram revolugdo
tdo acentuada quanto o campo das quimiocinas e sua fundamental importincia na patofisiologia
humana. Desta forma, pretendemos abordar, nesta revisdo, areas basicas como a estrutura das
quimiocinas, nomenclatura, receptores, mecanismo de a¢do, bem como seu envolvimento na regulago
do sistema imunologico, em processos infecciosos e inflamatoérios. Portanto, esta revisdo tem como
objetivo apresentar os aspectos gerais do envolvimento das quimiocinas na patogénese das doengas
inflamatorias e infecciosas.

Palavras-chave: Quimiocinas, doengas inflamatérias, doencgas infecciosas.

ABSTRACT

The migration of leucocytes to tissues is essential for inflammation and the host response to infection
and this process is controlled by chemokines, which are chemotactic cytokines and have displayed a
central role in the pathophysiology of many diseases and have shown their potential as targets for ther-
apy. The field of chemokines and its role in human pathophysiology was one that mostly evolved in
Molecular Biology and Immunology. Thus, in this review we discuss the basics of chemokine struc-
tures, nomenclature, chemokine receptors, mechanisms of action, as well as the involvement of che-
mokines in the regulation of immune system in inflammatory and infectious diseases.. Therefore this
review attempts to describe the general aspects of the involvement of chemokines in the pathogenesis
of infectious and inflammatory diseases.

Keywords: chemokines, inflammatory diseases, infectious diseases.
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INTRODUCAO

As quimiocinas foram estabelecidas como citocinas quimioatraentes em 1992 apos
o Encontro Internacional de Imunologia em Budapest (Lindley et al., 1993). As quimiocinas
constituem uma grande familia de mediadores inflamatorios e imunolodgicos, € apresentam algumas
similaridades como também algumas diferencas com as citocinas. Assim como as citocinas, as
quimiocinas sdo proteinas secretorias produzidas por leucdcitos e células teciduais constitutivamente
ou apos indugdo, e exercem seus efeitos localmente de forma autdcrina ou paracrina. Entretanto, as
quimiocinas sdo moléculas muito menores que as citocinas ¢ desempenham sua atividade via
receptores com sete o-hélices transmembrana acoplados a proteina G, os quais sdo considerados

essenciais para atracao de leucocitos (Baggiolini, 2001).

Quimiocinas sdo citocinas quimiotdticas, que tém a funcdo de
mensageiros intercelulares, as quais carregam sinais regulatérios de célula para
célula. SGo produzidas por vdrios tipos celulares e estdo presentes principalmente
em processos inflamatdrios, onde a presenca de leucdcitos é essencial na resposta

do hospedeiro durante a infeccdo (Baggiolini et al., 1997).

QUIMIOCINAS E SEUS RECEPTORES

Cerca de quarenta quimiocinas foram identificadas até agora, a maioria nos ultimos
anos. As relagdes entre os diferentes tipos de quimiocinas ndo foram inicialmente avaliadas o que
levou a criagdo de uma nomenclatura peculiar (Baggiolini, 2001). Quimiocinas sdo constituidas de 70

a 130 aminoacidos com quatro residuos de cisteina conservados (Baggiolini, 1997).
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As quimiocinas apresentam uma homologia estrutural baseada em seus residuos
conservados de cisteina, e também na capacidade particular de ligar-se a receptores acoplados a
proteina G transmembrana (Zlotnik & Yoshie, 2000). Quatro familias de quimiocinas foram descritas:
CC, CXC, XC, e CX;3C; duas familias principais, CXC e CC, também conhecidas como o ¢
B quimiocinas, sao distinguidas de acordo com a posi¢do dos dois primeiros residuos de cisteina, os
quais sdo separados por um aminoacido variavel (CXC) ou sao adjacentes (CC). As cisteinas formam
duas pontes dissulfeto (Cysl — Cys3 e Cys2 — Cys4), o que confere as quimiocinas sua estrutura tri-
dimensional. As pontes dissulfeto mantém as regides amino terminais juntas, o que é essencial para

sua atividade biologica (Baggiolini, 2001) (Figura 1).

G

Figura 1. Estrutura bésica de quimiocina. Estrutura tridimensional da quimiocina SDF-1 obtida por
analise de ressonancia magnética nuclear em solucdo. A figura mostra pontes dissulfeto, cadeias 3
pregueadas e cadeias a hélice (Baggiolini, 2001).

Uma nomenclatura sistematica para as quimiocinas € para seus receptores se tornou necessaria

com a descoberta de muitas moléculas novas. Esta classifica¢dao (Zlotnik & Yoshie, 2000) baseia-se no
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principio estabelecido para os receptores na Conferéncia Gordon em Citocinas Quimiotaticas de 1966.
Os receptores sao definidos como CXC, CC, XC e CX3C, seguidos pela letra R (receptor) e um
numero. As quimiocinas sao definidas seguindo o mesmo padrdo, baseado em sua estrutura, seguidas
pela letra L (ligante) e pelo nimero de seu gene. Enquanto que a nomenclatura sistematica tem sido
adotada para os receptores, a maioria das quimiocinas ainda ¢ distinguida por seus nomes tradicionais

(Baggiolini, 2001) (Tabela 1).
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Tabela 1. Receptores de Quimiocinas e seus respectivos ligantes.

Receptor de Quimiocinas Ligantes Célula alvo
Quimiocinas
CXCR1 IL-8 (CXCLS), GCP-2 (CXCL6) Neutrofilo
IL-8 (CXCLS), GCP-2 (CXCL6), GRO-
CXCR2 o, B,y (CXCL1, CXCL2, CXCL3), NAP-2 Neutroéfilo
(CXCL7), ENA78 (CXCLS5)
IP-10 (CXCL10), MIG (CXCL9), I-TAC . ,
CXCR3 (CXCL11) Célula TH1, célula NK
Célula dendritica, mondcito,
CXCR4 SDF-1 (CXCL12) célula T em repouso
CXCRS BCA-1 (CXCL13) Célula B
Fractalcina Célula T ativada, Célula NK,
X3CRI1 monocito
MIP-1a (CCL3), RANTES (CCL5), MCP-3 Mondcito, célula T ativada,
CCRI1 (CCL7), MCP-4 (CCL13), HCC-1 (CCL14) célula dendritica
MCP-1,-2,-3,-4 Mondcito, basoéfilo, célula T
CCR2 (CCL2, CCL8, CCL7, CCL13) ativada, célula dendritica
RANTES (CCL5), Eotaxina (CCL11), Eotaxina-
2 (CCL24),-3 (CCL26), MCP-3 (CCL7),-4 Eosinofilo, basofilo, célula TH2
CCR3
(CCL13)
Célula T ativada, célula
CCR4 TARC (CCL17), MDC (CCL22) dendritica, célula TH2
RANTES (CCL5), MIP-1¢ (CCL3) 1B(CCL4), Monocito, célula dendritica,
CCRS5 MCP-2 (CCLS) célula NK, célula T ativada
Célula T ativada, célula
CCR6 LARC (CCL20), MIP-lo (CCL3) dendritica madura
Célula T ativada, célula
CCR7 ELC (CCLI9) dendritica madura
CCRS 1-309 (CCL1), TARC (CCL17), MIP-1B(CCL4) Mondcito, célula TH2
MCP-1,-2,-3,-4 (CCL2, CCL8, CCL7, CCL13) Células Progenitoras
CCR9 RANTES (CCL5), HCC-1 (CCL14) hematopoiéticas, mondcitos

XCR1

Linfotaccina

Célula T em repouso
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Para cada familia de quimiocinas descrita, existem receptores respectivos (CCR, CXCR, XCR
e CX3CR), acoplados a proteina G, os quais mediardo suas fun¢des junto as células-alvo. A maioria
dos receptores reconhece mais de uma quimiocina e muitas quimiocinas se ligam a mais de um
receptor (Baggiolini, 2001). Contudo, os receptores CC ligam-se somente as quimiocinas CC, e do
mesmo modo, os receptores CXC ligam-se somente as quimiocinas CXC. Esta restricdo ligante-
receptor provavelmente esta relacionada as diferengas estruturais entre as quimiocinas CC e CXC, as
quais tém estruturas primarias, secundarias e terciarias similares, mas quaterndrias diferentes (Lodi et

al., 1994).

Em solugdes concentradas diversas quimiocinas se associam para formarem
dimeros (Baldwin et al., 1991). A estrutura geral dos dimeros ¢ diferente para quimiocinas CXC e CC.
Originalmente, acreditava-se que a interagdo com seus receptores era através de mecanismos distintos,
entretanto, descobriu-se que a tendéncia de formar dimeros era variavel, e que algumas quimiocinas

sdo sempre monoméricas, como a proteina quimioatraente de mondcitos (MCP-3) (Kim et al., 1996).

Estudos visando a identificacdo dos dominios das quimiocinas que estdo
envolvidos na sua ligagdo com o receptor e sua ativagdo foram descritos primeiramente com a IL-8.
Revelou-se a importancia da regido amino terminal e identificou-se uma seqiiéncia de trés residuos,
Glu-Leu-Arg precedendo a primeira cisteina, o qual é essencial para a atividade da IL-8 (Clark-Lewis
et al., 1995). Apds a clonagem dos receptores de IL-8, verificou-se que tal seqiiéncia é essencial para
sua ativacdo através das quimiocinas, ¢ que a mesma ¢ conservada em todos os ligantes naturais do
CXCR1 e CXCR2 (Baggiolini et al., 1997). Entretanto, os efeitos da IL-8 ndo podem ser mimetizados
com oligopeptideos contendo a seqiiéncia Glu-Leu-Arg-Cys (Clark-Lewis et al., 1995). Estes
resultados indicam que outros sitios de reconhecimento sdo necessarios. Tais sitios sdo identificados
logo apods a segunda cisteina e antes da terceira, por mutagénese ou pela sintese de analogos hibridos

da forma de IL-8 de 72 residuos (Clark-Lewis et al., 1995). O sucesso destes experimentos motivou
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estudos similares com muitas outras quimiocinas, os quais confirmaram a importancia da regido amino

terminal para a ativagdo do receptor.

Estudos mais recentes com o SDF-1 (CXCL12), o ligante especifico para o
CXCR4, o qual é amplamente expresso em leucdcitos e células de tecidos e também é um co-receptor
para o HIV, levou a identificagdo de seqiiéncias para o reconhecimento e ativacdo do receptor (Crump

etal., 1997; Zlotnik & Yoshie, 2000).

A identificagdo de um grande numero de receptores de quimiocinas e a
caracterizacdo de sua seletividade e expressdo em diferentes tipos de leucécitos t€ém fornecido
informacdes sobre a regulacdo do trafego de leucocitos na saude e em doencas humanas. Fagocitos
sangliineos expressam diferentes tipos e combinagdes de receptores de quimiocinas, CXCRI1 e
CXCR2. Os receptores de IL-8 sdo encontrados exclusivamente em neutrofilos, os quais estdo
envolvidos principalmente da defesa contra bactérias. Mondcitos, eosindfilos e basoéfilos compartilham
alguns receptores e expressam outros com exclusividade (CCR3 em eosinéfilos e basofilos e CCRS
em monocitos) e, portanto podem ser recrutados seletivamente por quimiocinas apropriadas

(Baggiolini, 2001).

Em contraste aos fagocitos, que apresentam receptores de quimiocinas de forma
restrita, os linfocitos T podem expressar a maioria deles, como demonstrado em estudos recentes
(Sallusto et al., 2000; Loetscher et al., 2000). A expressdo de receptores nas células T € regulada por
citocinas (como IL-2, IL-4 e IFN-y) e outras moléculas efetoras e refletem o grau de diferenciagdo

funcional (Baggiolini, 2001).

Foi demonstrado que a cultura de células T em presenca de IL-2 aumenta
progressivamente a expressdo de muitos receptores de quimiocinas, denominados CCR1, CCR2,
CCRS5 e CXCR3, e a resposta quimiotatica frente a RANTES, MCP-1, MIP-1j, IP10 e outras

(Loetscher et al., 1996). O efeito da IL-2 ¢é reversivel, o nimero de receptores ¢ a responsividade
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decaem rapidamente com a retirada da citocina e se restabelecem quando a mesma ¢ adicionada
novamente. Estas observagdes geraram muito interesse € muitos grupos comecaram a estudar a
expressao de receptores de quimiocinas no contexto da diferenciagdo de células T e aquisicdo de
propriedades funcionais. Demonstrou-se que células Thl e Th2 quando obtidas pela cultura em
presenga de citocinas apropriadas apresentam um repertorio diferente de receptores de quimiocinas:
CCR5 e CXCR3 para Thl e CCR3 e CCR4 para células Th2 (Sallusto et al., 1998; Bonecchi et al.,

1998).

MECANISMO DE ATIVACAO CELULAR IN'DUZIDA POR QUIMIOCINAS

A ativacdo do receptor de guimiocinas inicia-se com a interacdo
extracelular de seus ligantes e a ativacdo do complexo de proteina G. Um aspecto
interessante & que os receptores de quimiocinas podem ligar-se a diferentes tipos

de proteina G, as quais representam uma grande classe de proteinas transdutoras

Receptor acoplado & proteina G
e Ligante Interoictio
| ligonte-receptor
Receptor Eﬂ dao inicio o sinalizocto
I Extracelular ]
| »p
g O I H BN " Enzima
B Enzimo WOl G e
‘/ Ll
o Citoplasmo ]
heterotrirmérico P EgUn q
tensogeiro

de sinais (Figura 2).
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Figura 2. Receptor de quimiocinas. Representacdo esquemadtica do
receptor de quimiocinas, demonstrando os sete dominios transmembrana. Os
receptores sdo acoplados da proteina G e podem enviar sinais de quimiotaxia,

sobrevivéncia, proliferacdo ou diferenciacdo para o nucleo.

Com a ligagdo de quimiocinas, a proteina G trimérica ¢ ativada pela troca do GDP
por GTP, e se dissocia em subunidade o ligada ao GTP e subunidade By. A subunidade Py ativa sinais
para transdu¢@o de enzimas, produzindo segundos mensageiros. Tem sido sugerido que a subunidade
o além de regular a atividade da subunidade Py, pode ser uma molécula sinalizadora através da

ativagdo de tirosina quinases (Thelen, 2001).

Apbés a ligagdo das quimiocinas com o0s respectivos receptores, havera
internalizagdo destes receptores, os quais devem ser degradados ou reciclados, tornando a membrana
celular temporariamente nao responsiva a uma ligagdo posterior. A regido C-terminal possui alvos que
podem ser fosforilados por proteinas quinases, o que permite a ligacdo de moléculas regulatorias, que
também provocam dessensibilizagdo do receptor através do desacoplamento. Uma outra maneira pela
qual pode haver regulagdo ¢é através da inativagdo da proteina G pela acdo de GTPases como as
proteinas regulatorias de sinalizagdo de proteina G (RGS). O estudo da sinaliza¢do ¢ importante como
base para uma melhor caracterizacdo da ag@o das quimiocinas com diferentes fungdes biologicas e
para a identificacdo de processos bioquimicos que podem ser alvos terapéuticos regulando as

atividades das quimiocinas (Baggiolini, 2001).

Estudos com neutréfilos estimulados com IL-8 demonstraram que as quimiocinas
induzem rapidamente uma mudanga na morfologia celular, resultante da polimerizagdo e
despolimerizagdo da actina (Thelen et al., 1988) e do aumento da expressdo e ativagdo de integrinas
através dos quais os leucocitos aderem as células epiteliais antes da migragdo (Springer, 1994). Outro
efeito caracteristico ¢ a liberagdo do contetido dos granulos, como exemplo proteases dos neutrofilos,
mondcitos, linfocitos T CD8" e células NK, histamina de basofilos e proteinas citotoxicas de

eosindfilos, a produgdo de lipideos bioativos, € a formagdo de radicais de oxigénio durante o "burst"
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respiratorio (Baggiolini et al., 1997). A liberacdo é observada em altas concentra¢des de quimiocinas e
aumentam apoés o acondicionamento das células com citocinas inflamatorias. A liberagdo in vivo pode
ocorrer uma vez que os leucocitos tenham alcangado seu alvo, como exemplo um foco de infecgao e
inflamacdo, onde altos niveis de quimiocinas aumentam as ag¢des antimicrobianas de defesa celular

(Baggiolini et al., 1997).

EXPRESSAO DAS QUIMIOCINAS EM DOENCAS INFLAMATORIAS

Quando as quimiocinas foram identificadas, estas proteinas ndo tinham sua
atividade bioldgica conhecida, mas ja eram associadas com doencgas inflamatorias (exemplo: fator
plaquetario-4) (Deuel et al., 1977) e o IP-10 — proteina induzida por interferon, de 10 kD. (Luster et
al.,1985). Somente apos a identificacdo da interleucina-8 (Yoshimura et al., 1987), uma proteina
quimioatraente para monocitos (Matsushima et al., 1989) e a proteina inflamatéria de macréfagos
(MIP) o e B (Wolpe et al., 1988), é que se correlacionaram fatores quimioatraentes com fatores

estruturais em comum dessas proteinas.

Doengas inflamatorias sdo caracterizadas por um aumento seletivo de diversos
subgrupos de leucocitos, um processo controlado pela expressdo de algumas quimiocinas (Luster et

al., 1997).

Cada doenga demonstra um infiltrado inflamatdrio caracteristico com regulagao de
RNA mensageiro e concentragdo protéica das quimiocinas distintos. O tipo de infiltrado inflamatorio
que caracteriza uma determinada doenga é controlado, em parte, pelo subgrupo de quimiocinas

expresso no tecido afetado (Chollet-Martin et al., 1993).
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Em muitas doencas cronicas, ocorre a infiltracdo tecidual de linfocitos e
macrofagos. Lesdes granulomatosas, caracteristicas da hanseniase e sarcoidose, apresentam infiltrados
de linfocitos ativados e altas concentragdes de IP-10 (Gottlieb et al., 1988). No processo de
aterosclerose, macrofagos e linfocitos s@o as células potencialmente encontradas nos vasos sangiiineos
afetados; sugerindo que as mesmas devem ter papel central na patogénese da aterosclerose, atuando
como progenitores das células que armazenam lipideos e também como uma fonte de fatores de
crescimento que promovem a hiperplasia da camada intima. O mecanismo de recrutamento de
monocitos nas lesdes aterosclerodticas ¢ desconhecido, mas a proteina I quimioatraente de mondcitos
(MCP-I) tem sido detectada em artérias cardtidas doentes ¢ ndo em artérias normais (Nelken et al.,
1991). Durante doengas vasculares, como a aterosclerose, os receptores de quimiocinas CCR3 e
CXCR4 estdao super-expressos, sugerindoque seus ligantes, eotaxina/CCL11 e o SDF-1/CXCLI12,
respectivamente, podem desempenhar um importante papel na aterosclerose, restenose e na ruptura de

placas gordurosas, servindo, desta forma, como potenciais alvos terapéuticos (Kodali et al., 2005).

Na asma, na rinite e na dermatite atopica observam-se um acimulo e uma ativagao
seletiva de eosindfilos e mastdcitos. Os mediadores derivados destas células participam na patogenia
dessas doencas alérgicas (Bousquet et al., 1990). Fatores liberadores de histamina, como a eotaxina e
as proteinas quimioatraentes de monocitos, sdo bastante conhecidos € muito importantes nos processos
alérgicos e inflamatorios (Luster et al., 1997). Estas quimiocinas atuam como principais fatores na
liberagdo de histamina na auséncia de antigeno e anticorpos IgE (Souza et al., 1994). Além disso,
varias quimiocinas que atuam sobre os eosin6filos tém sua concentracdo aumentada no tecido epitelial
de pacientes com dermatite atopica, rinite alérgica ou asma apds a apresentagdo de um determinado
antigeno. E provavel, portanto que as quimiocinas estabelecam uma relagdo molecular entre a resposta
imunolégica ativada por um antigeno especifico e a migracao dos eosinofilos aos tecidos Sabe-se que
a interagdo eotaxina / CCR3 tem importancia fundamental no recrutamento de eosinofilos durante a
asma, o que implica que um bloqueio da eosinofilia pulmonar induzida por antigeno requer o

antagonismo de multiplos ligantes do CCR3 (Pope et al., 2005).
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A colite ulcerativa e a doenca de Crohn sdo caracterizadas por inflamagao cronica
com superposi¢ao de exacerbagdes agudas. Na fase cronica, os macrofagos e os linfocitos infiltram o
intestino, e na fase aguda, neutrofilos e talvez eosindfilos, deixam a circulagdo para entrar na mucosa
intestinal. Muitas quimiocinas estdo presentes no tecido intestinal dos pacientes com estas patologias.
Na mucosa intestinal inflamada durante a colite ulcerativa e a doenca de Crohn, células mononucleares

expressam predominantemente CCRS e CXCR3 (Oki et al., 2005).

Na psoriase observam-se neutréfilos, os quais foram atraidos pela IL-8 ¢ GRO-a
(denominado oncogene-alfa relacionado com o crescimento, embora ndo seja realmente um oncogene)
e linfocitos T ativados, cujos quimioatraentes sao o [P-10 e a proteina I quimioatraente para monocitos
(MCP-I). Nas placas de psoriase foram identificados quimioatraentes para ambos os tipos celulares,
mas ndo foram encontrados em pele normal (Gottlieb et al., 1988; Gillitzer et al., 1991). O tratamento
com sucesso da psoriase resulta em um decréscimo de IP-10 (Gottlieb et al., 1988). Recentemente,
identificou-se que linfocitos NK sdo protagonistas na patogénese da psoriase, expressando altos niveis
de CXCR3 e CCRS e que induzem a expressdao de moléculas de MHC classe Il e ICAM-1, bem como

a liberagdo de CXCL10 e CCL5 (Ottaviani et al., 2006).

As quimiocinas e seus receptores, além de governar a migracdo das células
leucémicas, podem também contribuir com uma notavel resisténcia a apoptose induzida pela
quimioterapia. Observou-se que as células leucémicas escapam da apoptose in vitro quando entram em

contato com células produtoras de SDF/CXCL12.

O sequenciamento da quimiocina SDF-1/CXCL12 (Genbank L36033) revelou um
polimorfismo no segmento evolucionariamente conservado da regido 3’ndo codificadora (3’UTR), do
gene estrutural transcrito. Este polimorfismo, designado SDF1-3"A, pode ter fungdes regulatorias

importantes, resultantes do aumento na concentragdo de SDF1 (Winkler et al., 1998).
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As analises de Cavassin et al. (2004) demonstraram que a porcentagem de
portadores do gene 3’A da quimiocina SDF-1/CXCL12 apresenta variagdo estatisticamente
significativa entre os pacientes diagnosticados com linfoma em relagdo aos pacientes diagnosticados
com leucemia linfoéide. Essa variacdo genética deve representar uma fungdo regulatoéria importante

pelo possivel aumento de SDF-1 pelo estroma dos linfonodos.

QUIMIOCINAS EM DOENCAS INFECCIOSAS

A concentragdo de potentes quimioatraentes para neutrofilos, tal como a
interleucina-8, encontra-se aumentada no fluido broncoalveolar de pacientes com doengas pulmonares
(Chollet-Martin et al., 1993). Por exemplo, em sindromes respiratorias e em muitos processos agudos,
como a pneumonia bacteriana, observa-se um influxo macigo de neutroéfilos ao tecido. J4 em pacientes
com fibrose cistica infectados com Pseudomonas aeruginosa, os niveis de células Th2 CCR4" estdo
elevados se comparados a pacientes com fibrose cistica sem a infecgdo e com individuos controle

(Hartl et al., 2006).

Os mecanismos da resposta imune na Leishmaniose Tegumentar Americana ainda
ndo estdo devidamente esclarecidos, apesar dos inumeros estudos. No inicio, a doenca pode ser
limitada e auto-resolutiva, ¢ posteriormente pode evoluir para leishmaniose mucocutanea. Uma vez
que a resposta imune do tipo Thl esta associada com inflamaco, o alelo CCR5/A32 ndo funcional
resultaria em uma resposta Th1 menos efetiva, levando consequentemente a um estado inflamatorio
menos severo (Chies e Hutz, 2003), pois a leishmaniose cutdnea causada pela L. braziliensis resulta na
ativacdo de uma resposta imune Th1 altamente especifica (Silveira et al., 2004). Analises in vitro tém
demonstrado que células de portadores do alelo A32 apresentam um resposta quimiotatica reduzida
aos ligantes do CCR5 (Panzer et al., 2005). Oliveira et al. (2006) demonstraram que embora ndo haja

diferenca quanto a freqiiéncia alélica do CCR5A32 entre os pacientes com leishmaniose e individuos



121

saudaveis, os portadores do alelo A32 apresentaram apenas manifestagdes cutaneas da leishmaniose,

enquanto que individuos selvagens para o mesmo alelo apresentaram também lesdes mucocutaneas.

Os virus, para garantirem seu acesso ao citoplasma e ao nucleo celular, onde
exercem seu papel patogénico, ligam-se a receptores nos leucocitos; como exemplo o virus Epstein
Barr que se liga ao receptor para complemento 3 e os rinovirus que se ligam a molécula 1 de adesdo

intercelular (Baggiolini, 2001).

Nas meningites virais, os mondcitos e linfocitos sdo recrutados ao tecido nervoso,
sendo possivel observar um aumento na concentragdo de quimiocinas que atuam sobre essas células no
fluido cerebroespinhal, tais como IP-10 e proteina-I quimioatraente de monocitos. O aumento na
concentracdo de quimiocinas correlaciona-se com a quantidade de células infiltradas nas meninges

(Lahrtz et al., 1997).

Os receptores para quimiocinas servem como co-receptores para dois importantes
patégenos, o Plasmodium e o HIV. O Plasmodium vivax liga-se ao DARC (receptor nos eritrocitos)
(Horuk et al., 1993; Shen et al., 2006) ¢ o HIV liga-se a varios receptores para quimiocinas. Esses
receptores acabam por determinar o tropismo viral por facilitarem a entrada as células (Deng et al.,

1996; Choe et al., 1996).

A importancia dos receptores de quimiocinas na patofisiologia do HIV tornou-se
aparente quando se descobriu um polimorfismo para CCRS, o qual poderia explicar porque certos
pacientes com alto risco para infecgdo por HIV-1 permanecem ndo infectados (Samson et al., 1996;
Liu et al., 1996). Individuos que sdo homozigotos para a dele¢do de 32 pares de bases no gene para o
CCRS5 nio tém a sintese de proteinas CCRS5 funcionais, € 0os mesmos ndo sdo encontrados dentre os
pacientes HIV positivos. Além disso, células de individuos com esta mutacdo podem apresentar
resisténcia a infecgdo por HIV-1 "in vitro" (Paxton et al., 1996). Observou-se também que pessoas

heterozigotas para tal delecdo apresentam uma progressdo mais lenta na infeccdo pelo HIV-1 do que
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os individuos onde ndo ha constatacdo desta mutagdo. Este fato pode ocorrer devido a existéncia de
uma associagdo entre a gpl20 e o CD4 e o receptor para quimiocina antes do HIV infectar as células,
apesar do mecanismo molecular implicado na fusdo celular com o virus ndo estar totalmente elucidado

(Trkola et al., 1996; Dettin et al., 2002).

A partir dos estudos sobre o polimorfismo genético do receptor CCRS, varias pesquisas
sobre mutacdes nos genes que codificam outros receptores de quimiocinas e seus ligantes foram
desenvolvidas em diferentes populagdes de individuos ndo-infectados pelo HIV-1, expostos ao HIV-1
e que permaneciam nao-infectados e em individuos infectados pelo HIV-1 em diferentes estagios de
evolugdo da doenga. Estudos in vitro demonstraram que SDFla, uma das duas variantes
transcricionais do SDF1, ¢ capaz de diminuir a expressdo do co-receptor CXCR4 nas células por
indugdo da endocitose, bloqueando de maneira efetiva a infecgdo pelo HIV-1 T-trépico. Entretanto,

este bloqueio ndo ocorre na infecgdo por HIV-1 M-trépico (Feng et al., 1996; Oberlin et al.,1996).

O polimorfismo na regido conservada 3' ndo transcrita (3’UTR) do gene que codifica a
quimiocina SDF1 tem sido associado tanto com uma maior resisténcia a infec¢do bem como com o
retardo da progressdo da infec¢ao pelo HIV-1 como com uma maior progressdo para AIDS e morte

por esta doenga (Winkler et al., 1998; Mummidi et al., 1998).

Reiche et al. (2006), em um estudo transversal, avaliaram as prevaléncias do
polimorfismo genético do SDF1 e do alelo mutante SDF1-3’A em individuos saudaveis, em
individuos expostos ao HIV-1 mas ndo infectados e em pacientes infectados pelo HIV-1
assintomaticos e com AIDS e obtiveram uma freqiiéncia geral do alelo mutante SDF1-3’A no
diferindo significativamente entre os individuos analisados, refor¢ando a hipotese de que o alelo

SDF1-3’A, isoladamente, pode ndo prevenir o risco de infec¢do pelo HIV-1 (Reiche et al., 2006).

O CXCR4 ¢ o co-receptor de quimiocinas mais comumente utilizado pelo HIV-1

com tropismo por células T. Virus com tropismo pelas células T indutoras de sincicio geralmente
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aparecem na fase mais tardia do curso de infec¢do, durante o phenotypic switch que freqiientemente
precede a fase dos sintomas da AIDS. O SDF-1/CXCL12 ¢ um ligante para o CXCR4, sendo que este
funciona como co-receptor durante a infec¢ao pelo HIV. Tem sido demonstrado que ndo ha relagao

entre o alelo SDF-1 3’ A e indugdo de sincicio (Watanabe et al., 2003).

Muitos virus expressam citocinas e receptores para citocinas que sdo importantes
no processo infeccioso (ex. Poxvirus codificam receptores funcionais para interleucina-1 beta e
interferon-gama). Do mesmo modo, muitos dos herpesvirus expressam homologos de receptores para
quimiocinas ¢ muitos deles conseguem se ligar as quimiocinas. Recentemente, o herpesvirus-8,
associado ao Sarcoma de Kaposi, demonstrou ser capaz de codificar um receptor ativo para
quimiocina, o qual estimula a proliferacdo celular (independente de agonista) (Arvanitakis et al.,
1997). Embora o papel destes receptores homoélogos de quimiocinas nao seja conhecido nos processos
infecciosos, os mesmos apresentam relagdo entre o sistema de quimiocinas e o desenvolvimento de
doencas em humanos. Além disso, o herpesvirus humano tipo 6, o herpesvirus - 8 associado ao

Sarcoma de Kaposi e o virus Molluscum contagiosum codificam homdlogos de quimiocinas CC.

CONCLUSAO

As quimiocinas sdo uma fascinante familia de citocinas cujo papel que estd comegando a ser
melhor compreendido. Acredita-se que controlem homeostaticamente a circulagdo dos leucocitos pelos
tecidos. A continua recirculagdo de linfocitos pelo sangue, tecidos e vasos linfaticos ocorre de maneira
organizada; trazendo linfécitos imaturos aos linfonodos a fim de que eles encontrem diferentes
antigenos e se transformem em linfocitos de memoria, garantindo o bom desempenho das fungdes de
defesa. Os macrofagos, eosindfilos e mastocitos, que sdo produzidos na medula oOssea, também

migram aos tecidos onde desempenham seu papel biologico. O papel das quimiocinas na regulagao do
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movimento celular aos tecidos comegou a ser elucidado através do estudo em camundongos

deficientes de alguma quimiocina em particular.

O termo quimiocina foi aplicado a estas moléculas, pois acreditava-se que sua
principal atividade biologica era de quimiotaxia, ou seja, direcionar o movimento de outras células
durante os processos inflamatorios. Recentemente, tornou-se evidente que seus efeitos estendem-se
muito além de atrair leucdcitos aos sitios de inflamagdo. Solidas evidéncias indicam que as
quimiocinas participam no desenvolvimento dos 6rgaos, nos processos inflamatdrios e infecciosos, na

angiogénese, na recirculacdo dos leucdcitos e na regulagdo imunoldgica.

As quimiocinas e seus receptores desempenham um importante papel na patogenia
tanto de doengas infecciosas, quanto em doencas inflamatdrias, contudo, alteragdes nos niveis de
quimiocinas e ou inibicdo da sua acdo através de bloqueio do receptor podem apresentar
conseqiiéncias drasticas para a patofisiologia de processos inflamatérios. Desta forma as quimiocinas e
seus receptores t€m sido alvo de estudo para melhor compreensdo dos mecanismos que envolvem

muitas doengas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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