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Imunopatogénese da Leishmaniose Visceral

Immunopathogenesis of Visceral Leishmaniasis

Olivia Bacellar, Edgar M.Carvalho
Servigo de Imunologia, Hospital Universitdrio Prof. Edgard Santos, Faculdade de Medicina da Bahia da
Universidade Federal da Bahia, Salvador, BA, Brasil

A leishmaniose visceral humana é caracterizada por uma diminuicéo darespostaimune
celular ao antigeno deleishmania. Nesses pacientes, o teste de hiper sensibilidadetardiapara
o antigeno de leishmania é negativo e as células mononuclear es do sangue periférico nao
produzem IL-2, |FN-y elL-12 quando estimuladasin vitro, com antigeno deleishmania. Apds
otratamento com cura, essasfuncdesdecélulas T sdorestauradas. Variosestudosrealizados
€M NOSSO Mei0 Mostrar am osprincipaismecanismos que estdo envolvidosnaimunopatogénese
daleishmaniosevisceral. A deteccdo deindividuosinfectadosem uma area endémicaainda
sem adoenca per mitiu a car acterizagédo darespostaimuneaantigenosdeleishmanianafase
inicial dainfeccéo causada pelal. chagasi. Essesresultados mostraram que as alter ages
imunol gicasocor riam precocemente nainfeccao e que havia uma associagéo entreauséncia
ou baixa proliferacdolinfocitériaea capacidadereduzidadeproduzir |FN-y com aprogr essdo
dainfeccdo paraadoenca. O defeito naproliferagdolinfocitédriaenareducdo dacapacidadede
produzir | FN-y estavarelacionada com aproducdodall-10, umavez queaadigdoin vitrode
anticor po anti-1L-10teveacapacidadederestaurar tantoarespostalinfoproliferativaquanto
a producdo de IFN-y. A adi¢do deIL-12 em culturas de células estimuladasin vitro com
antigeno aumentou arespostalinfoproliferativa ea producdo de | FN-y nesses pacientesa
niveissimilaresao obser vado em pacientescuradosdainfec¢cdo. Todavia, o efeitodel L-12foi
bloqueado pela IL-10 indicando ser esta citocina a principal mediadora das alter ages
imunoldgicas obser vadasnaleishmaniosevisceral.

Palavras-chave: L eishmaniosevisceral,imunopatogénese, | FN-y, interleucina-10, interleucina-12.

Visceral leishmaniasisisassociated with a marked depression in T cell response, characterized
by the absence of IL-2 and IFN-y production by lymphocytes stimulated by the Leishmania
antigen in vitro. Conversely, cure of visceral leishmaniasis is associated with restoration of
these T cell functions. Studiescarried out in Bahia, Brazl, have established the main mechanisms
involved in the immune suppression observed in L. chagasi infection. The characterization of
the immune response to leishmania antigens in individuals living in an endemic area of L.
chagasi has shown that these immunological abnormalities occur during early infection and
that thereisa correlation between thelack of lymphoproliferativeresponseand | FN-y production
and development of the disease. These studies have also shown that in patients with the active
disease, the specific lymphaocyte proliferation could be restored in vitro by the addition of 1L-2
and IFN-y. Restoration of T cell proliferative responses and IFN-y production were also
observed with the addition of a neutralizing monoclonal antibody e-1L-10. We also evaluated
the ability of 1L-12, a cytokine that acts on Natural Killer and T cells to produce IFN-y and
restore cellular immune responses in these patients. The addition of 1L-12 enhanced the
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proliferative response and | FN-y production in cultures stimulated with Leishmania antigen,
rendering these responses similar to those observed in subjects cured of the disease. However,
the exogenous addition of 1L-10 abrogated the effect of IL-12. These data suggest that IL-101is
the major cytokine down-modulating the immunological responsein visceral leishmaniasis.

Key words: Visceral leishmaniasis, | FN-y, immunopathogenesis, interleukin-10,

interleukin-12.

Aspectos Epidemiol 6gicose Clinicos

A leishmaniosevisceral, também denominadade
calazar, € uma doenca causada por protozodrios
intracel ulares pertencentes ao género Leishmania. No
novo mundo a doenca é causada pela Leishmania
chagasi. No mediterraneo, o agente causal é a
Leishmniainfantume, naAfricae Asia, adoencaé
causadapelaLeishmania donovani. Asleishmanias
sd0 transmitidas ao homem através de picada de
flebotomineos, sendo o Lutzomyia longipalpis o
principal agentetransmissor daLeishmaniachagasi.
A leishmaniosevisceral americanaéumazoonoseque
tem como principa reservatério silvestre, no Brasil, a
raposaedomiciliar, o céo.

Noflebétomo, o parasito tem umaformaflagelada
denominada promastigota. Uma vez inoculada no
mamifero, ale shmaniaéfagodtadaou pengranascdulas
do s emafagocitico mononuclear, ondeperdeoflagd o
etrandforma-senaformaameadtigota. Caso essascélulas
ndo consigam destruir o parasito, este inicia sua
multiplicaciointracd ular, lissndo ascd ulasinfectadas Os
parasitoss2o, entdo, liberados, voltando ainfectar novas
células, repetindo o ciclo de penetracdo e destruicdo
cdular. A propagacéo dainfeccéo levaaum parasitiamo
intenso dos 6rgdos do sistema reticulo-endotelia e,
consequientemente, ao quadro crénico dadoenca

A leishmanioseviscera €éendémicaem 62 paises,
com um total de 200 milhdes de pessoas em risco,
500.000 casos novos por ano emtodo o mundo ?® e
com 41.000 mortesregistradas no ano 2000 Y, Mais
de 90% dos casos de | eishmaniose viscera ocorrem
em cinco paises: india, Bangladesh, Nepal e Brasil.
No Brasil, séo notificados cercade 1.980 casos/ano
1) e 90% desses casos ocorrem no Nordeste do pais.

Clinicamente, adoencase caracterizapor febre,
hepatoesplenomegalia, diarréia, epistaxis, ictericia,

anemia, leucopenia, plaguetopenia, hipoa bubinemiae
hiperglobulinemia. S&o complicagdesgravesdadoenca
sangramento notrato digestivo einfeccBes bacterianas
Essas infecgBes ocorrem, principal mente, por
Saphilococcus aureus e Pseudomonas aeroginosas
e estdo associadas a diminui¢cdo do numero de
neutréfilos@. O tratamento dalel shmanioseviscerd €
feitocomantimonia pentavad entequeemboradtamente
eficaz contra L. chagasi vem ao longo dos anos
perdendo aeficaciacontraal. donovani 7,

M ecanismos de Defesa contra a Leishmania

Apesar da imunidade celular ser o principal
mecanismo de defesa do hospedeiro contra a
leishmania, anti corpos e complemento podem destruir
aleishmaniain vitro. As formas promastigotas sdo
fagocitadas pel os neutrofilos, que sdo as primeiras
céulasamigrarem paraolocd dainfeccéo 2 epodem
ser destruidas através da acéo de produtos do
metabolismo oxidativo, como o perdxido dehidrogénio
(H,0,), atividade enzimatica e producdo de Oxido
nitrico “&%0), Os neutrdfilos infectados comegam a
secretar quimiocinas como IL-8 e MIP-13 ©2),
mol éculas importantes paraatrair maisneutréfilose
macrofagos parao sitio dainfeccéo.

A producgo de éxido nitrico (NO) como umavia
efetora comum de defesa do macréfago contra a
lei shmaniatem sido bem documentada®?. Niveisde
Oxido nitrico produzidos por macréfagosativados por
interferon-gama (IFN-y) ou pelo fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o)) estdo relacionados com
resisténcia a infeccdo, uma vez que macrofagos
provenientesdelinhagensres sentesde camundongos
B10. S., C57BIl/6 e C3H produzem niveis
sgnificativamentemaisatosdeNO do quemacréfagos
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provenientesdelinhagensde camundongossusceptives
como BALB/ceDBA/2 “¥. Em estudosrealizados
com L. donovani,, observou-se que camundongosnéo
possuidores do genedenitrato sintetase (enzimaque
catalisa a sintese de NO) ndo tém capacidade de
controlar ainfecgdo “7.

Em 1986, Mosmann et a. “® obtiveram clonesde
células T CD4+ que podiam ser subdivididas em
subpopul agdes baseadas na producéo de citocinas
aposestimulagdoinvitro. AscdulasT “helper” tipo 1
(Thl) produzem IFN-y einterleucina-2 (IL-2), fator
estimulador de col 6nias de macréfagos e granul Gcitos
(GM-CSF), interleucina-3 (IL-3) elinfotoxina (TNF-
B), e sdo responsaveis pelaimunidade mediada por
células, pelasreacbesinflamatdrias, démdeestimular,
também, aproducéo de anticorposdaclasse 1gG2a.
CéulasT “hdper” tipo 2 (Th2) produzeminterleucina:
4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-10 (IL-10)
e interleucina-13 (IL-13), e mediam a imunidade
humora easreagBesdérgicas. A IL-4 estarelacionada
com aproducdo de anticorposdaclasselgE, IgGle
IgG4; e a IL-5 é importante para diferenciacéo,
multiplicacéo eativacdo de eosindfilos“®. Emmodelo
experimental, camundongos BAL B/c, geneticamente
susceptiveisainfeccdo com L. major, possuem alta
expressdo de RNA mensageiro paralL-4 nascéulas
dos linfonodos que drenam a lesdo. Em contraste,
camundongos C57BL /6, geneticamenteresistentesa
infecgdo por L. major, expressam RNA mensageiro
para |FN-y e ndo paralL-4 .

O controledainfeccéo por |el shmaniaédependente
darespostaimune mediadapor células. Umacitocina
importante narespostaimunealeishmaniaéo |FN-y,
produzida principamente por c8ulas T CD4+ dotipo
Thi, e por células NK, estimuladas por IL-12. Em
camundongosresistentes, cdulasTCD4+ dotipo Thl
produzem |FN-y, o que ativaadxido nitrico sintetase
(iINOS ou NOS2), levando ao estimulo da acéo
microbicida mediada pelo oxido nitrico (NO). A
liberagdo de NO leva & morte do parasita em
macrofagos humanos, que podem também ser
estimulados pelaacéo dequimiocinascomo MCP-1e
MCP-1 ¢ 19, C8ulasde animaisresistentes C3H/
HeN, tratados com uma Unica dose de anti-1FN-y

antesdainfeccdo, produzemIL-4elL-5ebaxosniveis
delFN-y, impedindo agliminacdo do parasita, apesar
de ndo ocorrer o aparecimento de células Th2. Por
outro lado, aco-administracéo de | FN-y no periodo
deinfeccdo, em camundongos susceptiveisBALBI/c,
resultaem aumento da producéo de | FN-y ereducéo
deniveisdelL-4ellL-5®.

A aividadeleishmanicidado macréfago estatambém
nadependénciadaproducdo do fator de crescimento
e transformacdo B (TGF-f). Essa citocina esta
relacionada com desativacado de macrofago, inibicdo
da acdo do IFN-y e reducdo da expresséo de
moléculasMHC classe |l @), Ainfeccdo in vitro de
macrofagos de camundongos com Leishmania
amazonensis ou Leishmania braziliensis leva a
producéo de TGF- @9, O tratamento in vivo com
TGFB emanimaisresisentesainfeccdo por leishmania
favorece ainfeccéo, mudando o padréo deresposta
imune, com o aumento RNA mensageiro paralL-10.
Por suavez, animaissusceptivels, quando tratadoscom
anticorpos monoclonais anti-TGF-f, tornam-se
protegidos, apresentando um aumento naexpressao
de RNAm para IFN-y nas células dos linfonodos
drenantesdalesdo 9. Além disso, em camundongos
gue apresentam umasusceptibilidadeintermediariaa
infecgdo por L. major, o tratamento local com
anticorpo anti-TGF-p leva a uma diminuicdo do
numero de parasitas e melhorargpidadas|esdes. O
estudo imunohi stoquimi co nessas|esdes mostraque
esse tratamento resultaem um aumento da producéo
de NO, sugerindo que o TGF-§ tem um papel
importante também nasupressdo daproducéo deNO
por macrofagosinfectados por leishmania®?.

A interleucina-10 (IL-10) € uma outra citocina
produzida por macréfagos que contribui para a
sobrevivénciadaleishmanianessascélulas. A I1L-10
inibeasintesedecitocinasproduzidas pe osmacréfagos
comolL-10, IL-6, IL-8 e TNF-a ® einibeafuncdo
dessas células como apresentadoras de antigeno
através dadiminuicéo daexpressao de moléculasdo
MHC classell @7, Um outro efeito importantedal L -
10 nos macréfagos € a inibicdo dos eventos
metabdlicos associados com suaativagdo ). Esses
efeitos, associados a capacidade dessa citocina de
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suprimir a producdo de IFN-y por células T CD4+
tipo Thl, fazem com quealL-10interfiranaatividade
|eishmani cidado macréfago. Um outro estudo mostrou
gue, apesar desses efeitos em camundongos
susceptiveis BALB/c infectados com L. major, a
neutralizacdo dalL-10 com anticorpo anti-1L-10 n&o
altera o desenvolvimento das lesbes. Na infecgéo
cronica, quantidades semelhantes de I1L-10 s&o
produzidas tanto em linhagens resistentes quanto
susceptiveis. Entretanto, no inicio da infecgdo, a
producdo de IL-10 é significativamente maior nos
animaissusceptiveis®.

A interleucina-12 (IL-12) tem sido apontadacomo
um dos mai simportantes componentesdafaseinicial
da infecgdo pela leishmania. A IL-12 € produzida
primariamente por cé ulas apresentadoras de antigeno
(mondcitos, macréfagos, cdulasdendriticasecélulas
B) esuaprincipa atividadebiologicaésobrecéulasT
ecélulas” naturd killer” (NK), nasquaiselaestimulaa
producdo de citocinas, principalmente IFN-y,
proliferacéo celular e citotoxicidade 2. A [L-12
desempenhaum papdl importante nadiferenciacéo e
expansdo decdulas T CD4+ dotipo Thleéimportante
para o padréo de resisténcia do camundongo ©359,
AscéulasNK ativadaspor IL-12 sdo afonteinicia
delFN-y nainfecgdo por L. major em camundongos
resstentes, eaproducéo delL -12 encontra-seelevada
nas célulasdessesanimais®. A neutrdizacdo in vivo
delL-12 eliminaarespostacitotoxicade cdlulasNK;
eaproducdo del FN-y atravésde c8ulasdelinfonodo,
por impedir acurado animal resistente C57BL/6 9,
sugere que a IL-12 enddgena é necessaria para o
controle da infeccdo, presumivelmente atraves da
inducdo de | FN-y, requerida paraconter aexpansdo
deamastigotas.

As acles da IL-12 no inicio da infeccdo tém
incentivado os seususosno tratamento e profilaxiada
leishmaniose. Em animaissusceptive sinfectadoscom
L. major, a IL-12 associada a uma droga
leishmanicida, o antimonal pentavalente, levaauma
mudanca de uma resposta Th2 para Thl e curada
infeccdo “9. Em relacdo aprofilaxia, alL-12 jafoi
utilizada.como adj uvante em vacinagdo com antigeno
deleishmaniaem camundongos susceptiveis. Aposa

vacinacao, essesanimai sdesenvolveram umaresposta
antigeno-especificaThl etornam-seresistentesauma
subsequienteinfeccdo com L. major ©.

Contribuicdes da Pesquisa na Bahia na lmuno-
patogénese da L eishmaniose Visceral

A principd ateracgoimunol 6gicanaleishmaniose
visceral € a incapacidade de linfécitos de ativar
macrofagos paradestruir aleishmaniaem virtudeda
ausénciain vitro daproducdo de | FN-y apdsestimulo
doslinfdcitos com antigeno de leishmania . Esta
incapacidade de produzir | FN-y é antigeno-especifica,
poislinfécitos de pacientes com | el shmaniose visceral
proliferam e produzem essa citocina quando
estimulados com antigenos ndo rel acionados como o
purificado protéico derivado do M. tuberculosis (PPD)
e antigeno de C. albicans 9., Considerando,
entretanto, que aleishmanioseviscera €éumadoenca
debilitante e associadaadesnutricdo, umimportante
questionamento erase estaanormalidadeimunol dgica
seriareal menteimportante naprogressao dainfecgdo
paradoencaou se eraagpenasum achado em pacientes
com aforma avangada da infecc&o por L. chagasi.
Osestudosrealizados em Jacobina/BA nadécadade
80 tiveram umagrandeimportanciaem esclarecer este
aspecto. Naguelaocas 8o, um estudo prospectivo em
criangasde 0 a18 anosfoi realizado com o objetivo
dedeterminar, através do teste sorol6gico ELISA, o
nimero real de criangas infectadas e como essas
criancas evoluiam apés ainfeccdo. Destaforma, foi
detectado que cercade 75% deindividuosinfectados
ndo evol uiam paraadoenca, gpresentando umaforma
ass ntométicadainfecgdo ou umainfeccdo subclinica
queevoluiaparaacura. Umterceiro grupo decriancas
apresentavam umaformasubclinicaque evoluiapara
adoenca 2 a 10 meses apds a soroconversao, e um
Gltimo grupo apresentou, rapidamente apdsainfeccdo
por L. chagasi, um quadro deleishmanioseviscera
©. A deteccdo deindividuosinfectadosaindasem a
doencapermitiu também acaracterizacdo daresposta
imuneaantigenosdele shmaniaantesdo gparecimento
daleishmanioseviscerad . Essesachadosdemonstraram
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nitidamente que as alteragBesimunol 6gicaseramum
achado precoce na infeccdo e que havia uma
associagdo entre auséncia ou baixa proliferacéo
linfocitariae acapacidade reduzidade produzir | FN-
v € a progressdo da infecgdo para a doenca . A
Tabelal apresentaarespostaimune em criangascom
infecgdo assintomética, com aformasubclinica, que
evoluiram para cura e em criangas, com a forma
subclinica, queevoluiram paraleishmanioseviscerd.

O acompanhamento dessas criancas recém-
infectadas permitiu também determinar acinéticado
gparecimento darespostaimunecd ular determinadapor
testes in vitro e in vivo. Assm € gque enquanto por
ocas 80 dasoroconversdo cercade 51% dascriangas
gue tiveram capacidade de controlar a infeccéo
mostraram evidénciainvitro derespostaimunecelular
(proliferacdo linfocitéria ou producdo de IFN-y),
nenhumadessas criangas apresentaram teste cuténeo
dehipersensibilidedetardiapositivo parao antigeno de
leshmania. Aofim de4 anosdeacompanhamento, cerca
de83 % dascriancasdeixaram deter anticorposcontra
L. chagasi e 62% apresentaram teste de
hipersensibilidadetardiapositivo®, mostrando quea
positividade do testede hipersensibilidedetardia ocorre
apbsanegativacao daproducdo de anticorpos.

Embora os pacientes com el shmaniose visceral
mostrem umaativagao policlonal de célulasB com
grande produc&o de anticorpos, esses anticorpos néo
participam da resisténcia a leishmaniose. Niveis
elevados de complexos imunes circulantes e auto-
anticorpos sdo também observados no calazar 9.
Exceto pela participagao secundaria que podem ter
esses auto-anticorpos no desenvol vimento daanemia
e da plaguetopenia observadas no calazar v,
manifestacdes clinicas associadas a deposicdo de
complexos imunes ndo sdo caracteristicas da
leishmaniose visceral. Por exemplo, € descrito
envolvimento renal no calazar, mas ndo existe uma
glomerulonefriteimportante nessadoenca®.

As principais disfungbes imunolégicas na
leishmaniose visceral estéo rel acionadasaimunidade
mediada por células. Nestes pacientes, o teste de
reacao de hipersensibilidade tardia ao antigeno do
parasito (Reacdo de Montenegro) é negativo e a

Conversao paraumarespostapositivaocorre apdsa
cura®. O sobrenadante de células mononucleares,
cultivadas com antigeno deleishmania, tambémnéo é
capaz deativar macréfagos paradestruir leishmaniain
vitro, indicando que linfécitos desses pacientes ndo
produzem citocinas capazesdedtivar essascdulas?,
Ocorretambém, invitro, umadiminuicéo naproducdo
dalL-1 ede TNF-a por células mononucleares do
sangue periférico ®® adespeito dadocumentacdo de
niveis séricos elevados de TNF-o durante adoenca
@, Essas alteragdes imunol 6gicas tém participacdo
importante na patogénese da doenca. O IFN-y é o
principal ativador de macrofagos e, somente apos
ativagdo, essas células sdo capazes de destruir a
leishmania®. V &iosfatores participam dadisfuncéo
imunol 6gicaohbservadanale shmanioseviscerd. O oro
de pacientescom leishmanioseviscera é um potente
inibidor daativacéo cdular edeproliferac@olinfocitéria
e a participacdo de lipideos e 0 aumento dos niveis
séricos do receptor soltvel de | L-2 participam desta
supressao da resposta imune mediada pelo soro 0,
Essasupressio mediadapor soro foi bem documentada
guando dosessub-Gtimasde mitdgenosforam utilizadas
paraestimular células mononucleares deindividuos
sadiosnapresencade soro normal dotipoAB ou soros
de pacientescom e shmanioseviscera 9. Entretanto,
a supressdo da resposta linfoproliferativa antigeno-
especifica ocorre mesmo na auséncia de soro de
pacientes com leishmanioseviscera e émediadapor
células 19, Adicionalmente, tem-se observado
dteragesnafuncdo macrofégica, umavez quecdulas
mononucl eares do sangue periférico (PBMC) desses
pacientes, quando estimuladosin vitro com antigeno
deleishmania, ndo produzem IL-1 @ eainfeccdo de
macr6fagos com esse parasito diminui aexpressio de
MHC classell “9.

ExistemindicagBesin vitro daatividade de cdulas
|iti cas contramacrdfagos parasitados por leishmania,
embora essa lise, ndo necessariamente, resulte em
controle do parasito 0. A atividade de células NK
tem s do propostacomo um importante mecanismo na
defesa do hospedeiro contra infecgdes virais, por
fungos e por protozoarios ©9. Estudosin vitro com
células de criancas com cdazar demonstraram uma
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Tabea 1. Associacdo entre respostaimune e desenvol vimento de doencaem criangasresi dentesem umaarea

endémicadeleishmanioseviscerd.

FormasClinicas

Respostalmune

IFN-y (Ul/mL) Resposta Linfoproliferativa
(indicede Estimulacao)
Assintoméicos 67 £ 45 38+48
Subclinicos que ndo evoluiram paraadoenca 77+111 13+12
Subclinicosque evoluiram paraadoenca 75 18+15

deficénciadaatividadedecdulasNK nessespacientese
aadicBodelL-2foi capaz decorrigir essadeficiéncia™.
Emborao mecanismo dasdisfungdesimunol égicas
naleishmaniose visceral ndo seja completamente
esclarecido, admite-se que uma producao
exacerbada de citocinas que tenham capacidade de
suprimir arespostaimune celular desesmpenhe um
papel importante naausénciadaproducao de IFN-y
e nasobrevivénciadalei shmanianos macréfagos.
Existemn evidénciasde que, naleishmanioseviscera
humana, a ativacdo de células Th2 pode estar
envolvida na progressdo da doenca. Foram
demonstrados niveis altos de IL-4 no soro desses
pacientes assim como também de IgE e IgG1 53,
Em clones de célul as especificas parao antigeno de
lelshmania, i sol ados de pacientes curados de ca azar,
observou-se, além de uma producdo de | FN-y, uma
producdo de IL-4 e de IL-10 ®*4_A interleucina-
10, por ser umacitocinainibidoradarespostaimune,
principalmente por antagoni zar aacéo do | FN-y, um
ativador potente dos macréfagos para matar
leishmania “®, é de grande interesse no estudo da
leishmaniose visceral. Em pacientes sudaneses, a
expressdo de RNA mensageiro paralL-10emcélulas
damedula dsseanafase ativadadoencadiminui apds
aterapéutica ®®. Um outro estudo realizado com
pacientes infectados com L. donovani no Suddo
demonstrou apresencade RNA mensageiro paralL -
10 tanto em célulasdelinfonodos quanto em células
mononucl eares desses paci entes. ApOs o tratamento,
ndo foi possivel detectar RNA mensageiro paraessa
citocina®. A participacéo de células namodul acdo
da resposta imune na |leishmaniose visceral foi

inicialmente documentada em experimentos de co-
cultura, onde foi mostrado que linfécitos obtidos
durante afase ativada doencatinham a capacidade
de suprimir a proliferacdo linfocitaria de células
obtidas apds o tratamento e cura da |eishmaniose
visceral 19, Posteriormente, em um estudo realizado
com pacientes do Cearainfectadoscom L. chagas,
foi demonstrado quelinhagensdecélulas T CD8+
isoladas desses pacientes inibiram a resposta
proliferativa e a producdo de IFN-y por células
desses mesmos paci entes apds aterapéutica. Essas
alteracbesforam associadasaum aumentodelL-6 e
delL-10. A adicdo de anticorpo neutralizante anti-
I L-10 também reverteu adiminui¢éo da producéo
deIFN-y napresencadessas células ®". Todos esses
dados indicam que essa citocina tem um papel
importante na patogénese dale shmanioseviscerd.

Sendoaprincipd anomdianaleishmanioseviscerd,
aincapacidade de desenvolver umarespostado tipo
Thl e dalL-12 ser a mais importante citocina no
desenvolvimento dessetipo de resposta, aauséncia
dessa citocina pode ser um fator importante nas
alteragBesimunol 6gi cas observadas nalei shmaniose
visceral. Em um estudo realizado no Sud&o, foi
mostrado que cél ulasmononucl earesde pacientescom
leishmaniose visceral ndo produzem IL-12 quando
estimuladas com antigeno de L. donovani, mas, apos
o tratamento, a producédo dessa citocina &
observada®®. Como a IL-12 tem também a
capacidadedeativar cdulasNK, este seriaum possivel
mecanismo pelo qual alL-12 pudesse colaborar na
defesa contraa leishmaniaem adicéo ainducdo de
umarespostaThl.
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Considerando queo principal achadoimunol égico
nale shmanioseviscerd €umadiminuicdo daproducéo
de IFN-y por células mononucleares do sangue
periférico, aausénciadessacitocinaimpedeaativacdo
de macrofagos e adestruicdo dalei shmania. Estudos
sobrearestauracdo in vitro darespostaimune ndo sb
s80 importantes para o entendimento da patogénese
da doenca como também sdo de grande relevancia
desde quearespostaimune celular estaassociadacom
o controleeacuradainfeccdo pelaleishmania.

Estudosrealizados em nosso meio demonstraram
guearespostalinfoproliferativa antigeno-especifica
em pacientes com leishmaniose visceral pode ser
restaurada pela adicdo in vitro de IL-2 e IFN-y 179,
Embora vérios fatores possam contribuir para a
ausénciadarespostaimune celular naleishmaniose
viscera, asevidénciasde que existe nestadoencauma
ativagdo decélulas Th2 ede célulasregulatériasda
respostaimuneindicamaimportanciadeavaiar o papd
de citocinas com atividade imunomoduladora na
patogeniadaleishmaniosevisceral.

Paradeterminar o papel dessascitocinas(IL-4, IL-
10) napatogénesedaleishmanioseviscerd,, anticorpos
neutralizantes anti-1L-4 e anti-1L-10 (citocinas
rel aci onadas com suscepti bilidade adoencaemmodel o
experimental e inibidora da resposta imune
respectivamente) foram adicionadasaculturadecdulas
mononucleares do sangue periférico estimuladasin
vitro com antigeno solUvel deL. chagasi (Figural).

Osniveisdel FN-y em culturas estimuladas com
antigeno deL. chagasi maisanti-1L-10 (97 + 77pg/
mL) ou antigeno deL. chagas maisanti-IL-10 eanti-
IL-4 (112 + 101 pg/mL) foram maiores (p<0,05) do
gue os niveisobservados em culturas estimul adas sb
com o antigeno de L. chagasi (13 £ 24 pg/mL) ou
antigenomaisiL-4(21+ 17 pg/mL) 7. Essesestudos
mostraram que, maisimportante do quearesposta Th2
na modulagéo da resposta imune na leishmaniose
visceral, € a producdo de IL-10. A adicdo de IL-4
néo teve praticamente nenhum efeito nestamodul ag2o,
enquanto a neutralizagdo de IL-10 aumentou
significantemente a producéo de IFN-y. Como
pacientes curados delel shmanioseviscera restauram
invitroaproliferacdo linfocitariaeasintese de | FN-

Y, 0 papel delL-10 namodulagdo darespostaimune
foi também documentadaem experimentosnosquais
aadicdo exdgenadestacitocinafoi feitaem culturade
célulasde pacientes curados estimul adasin vitro com
antigeno deleishmania. A adi¢do de IL-10 suprimiu
em 99% arespostalinfoproliferativae em 100 % a
producdo de| FN-y. A adicéo de TGF-[3 (outracitocina
supressoradarespostaimune) nessasculturasnéo teve
nenhum efeito na resposta linfoproliferativa e na
producédo de IFN-y nesses pacientes ©.

A IL-12 éumacitocinaproduzidanafaseinicid da
resposta imune inata e tem papel fundamental na
diferenciag@o decélulas Thl. A infecgdoinvitrode
macréfagos com L. donovani mostrou que ndo so
moléculas co-estimulatérias tem sua expressdo
diminuidacomo também hadiminuicdo de producdo
de citocinas por essas células . O papel dalL-12
naleishmanioseviscerd foi documentadotanto atraves
daadicéo exdgenadelL-12 ou daneutraizacdo desta
citocina. Assm équetanto aadicdo delL-12tevea
capacidade de restaurar in vitro a proliferacdo
linfocitériaeaproducdo de | FN-y em pacientescom
doenca ativa quanto a neutralizagcdo de 1L-12,
utilizando-se anticorpos monoclonais contra essa
citocina, blogueou aproducdo del FN-y emindividuos
curadosde calazar 9.

A importanciadallL-12 edalL-10 napatogénese
daleishmaniosevisceral émostradanaFigura2 . A
média dos nivels de IFN-y em culturas de células
estimuladasin vitro com antigeno deleishmaniafoi
zero e aadicdo de IL-12 aumentou o0s niveis dessa
citocinapara305+325pg/mL. A IL-10, démdeinibir
aatividade de macréfagos, inibe aproducdo de | FN-
v por linfécitosatravés dainibicdo dasintesedelL-12
por células apresentadoras de antigenos . Nestes
estudos, enquanto a adi¢éo de IL-12 restaurou a
respostaproliferativaeaproducdo de IFN-y invitro,
aadicdo smultdneadelL-12 elL-10 suprimiu o efeito
mediado por IL-12, diminuindo a producéo dessa
citocinaparazero (Figura2). Essesresultadosindicam
gque alL-10 pode suprimir arespostaimune nesses
pacientescom leishmanioseviscerd aravésdainibicdo
dasintesedelL-12 ao nivel dascéulasapresentadoras
deantigeno.
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Figural. Anticorpo monoclonal anti-1L 10 restaurain vitro aproducdo de IFN-y em pacientescom lei shmaniose

viscerd.
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Figura2. AIL-10 suprimeacapacidadedalL-12 derestaurar arespostaimune em pacientes com leishmaniose
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A Importancia da Resposta Imune nas
ManifestacBes Clinicasda L eishmanioseVisceral

A resposta imune na infecg8o causada por
Leishmaniachagas estaintimamenterelacionadacom
o controle ou o desenvolvimento dadoenca, assim
como as manifestacdes clinicas observadas na
leishmaniose visceral. A incapacidade de ativar
macréfagos paradestruir aleishmaniaé o principal
defeito nessadoenca e essaanormalidade se associa
com amultiplicacéo e disseminacdo do parasitae o

envolvimento demultipl os érgdoscomo meduladsses,
linfonodos, baco efigado.

Pacientes com | ei shmaniose visceral apresentam
niveis séricos atos de TNF-o. ® ede IL-6 Y, que
diminuem apds aterapéuticacom antimonia. Essas
citocinas estéo rel acionadas com febre e asteniae o
TNF-a, também conhecido como caguexina, pode
contribuir para a perda de peso e acentuar a
desnutricéo nesses paci entes. Febre e perdade peso
SA0 caracteristicasmarcantesdalel shmanioseviscerd.
Emagrecimento, aumento decilioseedemasecund&io



32 OliviaBacellar e Edgar M.Carvalho

Gaz. méd. Bahia2005;75:1(Jan-Jun):24-34

ahipoal bubinemiasio observados principalmenteem
criangas.

Existeumaativacdo policlond delinfocitosB com
producdo exagerada de anticorpos inclusive auto-
anticorpos. Essa ativacao delinfocitos B levaaum
quadro de hiperglobulinemia e a presenca de auto-
anticorpos e complexos imunes circulantes que
poderiam ficar ligados ou adsorvidos asheméaciase
conseglientemente contribuirem para a menor
sobrevida das hemécias e a anemia observada na
leishmanioseviscerd.

Mais recentemente, niveis elevados de TGF-f3,
biol ogicamente ativos, também foram documentados
no plasma de pacientes com |eishmaniose visceral;
esses hiveis diminuem apos a cura da doenca. A
expressdo de TGF-f3 tem sido também documentada
namedul assea desses pacientes. A despeito deaté o
momento ndo exitir evidénciasparaum papel do TG
[3 como modulador darespostaimune naleishmaniose
visceral, sabe-se que essacitocinaestaassociadacom
ainibicéo da proliferacéo celular e pode ter papel
importante na reducdo da producdo de hemécias,
neutréfilos e plaguetas pela medula 6ssea e, dessa
forma, também contribuir para a patogénese da
leishmanioseviscerd.
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