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RESUMO

EXPRESSAO DE RNAm DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS NA RESPOSTA IMUNO-
INFLAMATORIA IN SITU DE CAMUNDONGOS CBA INFECTADOS COM
DIFERENTES ESPECIES DE Leishmania. MARCUS WELBY-BORGES.
Camundongos CBA sao resistentes a infecgdo com L. major (Lm) e altamente
susceptiveis a L. amazonensis (La). A resisténcia a infecgéo por Lm é mediada por uma
resposta imune do tipo Th1 enquanto a susceptibilidade a La esta associada com uma
resposta imune do tipo Th2. As lesées de camundongos CBA infectados com L. major
apresentam um infiltrado mononuclear misto, composto por poucos macréfagos
infectados, granulomas e um aumento progressivo do numero de linfécitos na leséo.
Camundongos CBA infectados com L. amazonensis apresentam uma reagao tecidual
caracterizada pela presenc¢a de um infiltrado monomérfico, com macrofagos altamente
parasitados e poucos linfécitos nas lesdées desses animais. Considerando-se o papel de
quimiocinas nos eventos relacionados com o recrutamento de leucécitos para os sitios
inflamatérios, rés analisou-se se as diferengas existentes na composigao do infiltrado
de les6es de camundongos infectados com Lm ou La correlacionam-se com uma
expressado diferenciada dessas moléculas. Para isso, infectou-se camundongos CBA
com 5x10° promastigotas de L. major (Lm), L. amazonensis (La) e avaliou-se a
expressdao de RNAm para CXC quimiocinas (KC, MIG e CRG-2), CC quimiocinas (JE,
MCP-5 e RANTES) e algumas citocinas (TNF-a. e IL-4) nas lesdes desses animais
através da técnica de RT-PCR semi-quantitativa. Os resultados apresentados
demonstraram que a expressdao de RNAm para as quimiocinas MIG e MCP-5 foi
significativamente maior nas lesbées de camundongos do grupo Lm nos diferentes
periodos ap6s infecgdo. Camundongos infectados com La apresentaram uma baixa
expressao de MIG, CRG-2, KC e TNF-a no primeiro dia apds a infecgao e um aumento
na expressao de IL-4 no 40° dia. Esses dados demonstram uma expressao diferenciada
de RNAm para quimiocinas e citocinas em camundongos CBA infectados com Lm e La
gue pode estar relacionada com os diferentes perfis de infiltrado inflamatério e resposta
imuno-celular envolvidos com resisténcia ou susceptibilidade.

Palavras-chave: 1. Camundongo CBA. 2. Leishmaniose. 3. Leishmania major. 4.
Leishmania amazonensis. 5. Imunopatologia. 6. Citocinas. 7.Quimiocinas.
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ABSTRACT

mRNA EXPRESSION OF CHEMOKINES AND CYTOKINES IN THE /N SITU IMMUNE-
INFLAMMATORY RESPONSE OF CBA MICE INFECTED WITH DIFFERENT
SPECIES OF Leishmania. MARCUS WELBY-BORGES. CBA mice are resistant to
L.major (Lm ) and are highly susceptible to L. amazonensis (La) infection. Resistance
and susceptibility in this model are associated with a Th1 and a Th2 type-immune
response, respectively. Resistance to Lm is mediated by a Th1 type -immune response,
whereas susceptibility to La is associated with a Th2 type-immune response. Lesions of
Lm infected CBA mice present a mixed mononuclear inflammatory cell infiltrate
composed of few infected macrophages, granulomas and a progressive increase in the
number of lymphocytes. Incontrast, CBA mice infected with La show tissular reaction
constituted by a monomorphic infiltrate of heavily parasitized macrophages and scanty
lymphocytes. Given the role of chemokines in the recruitment of leukocytes, we decided
to analyze whether differences in inflammatory infiltration observed in the CBA infected
with La or Lm could be due to a differential expression of chemokine genes. CBA Mice
were infected in the hind footpad with 5 x 10° promastigotes of La or Lm and a semi
quantitative RT-PCR was used to measure the mRNA expression of CXC chemokines
(KC, MIG and CRG-2), CC chemokines (JE/MCP-1, MCP-5 and RANTES) and some
cytokines (TNF-a and IL-4). Our results show that the RNAm expression of MIG and
MCP-5 was significantly increased in mice infected with Lm in the different times after
infection. Mice infected with La showed a reduced expression of MIG, CRG-2, KC and
TNF-a by the first day post-infection and an increase in the expression of IL-4 forty days
after infection. Taken together, the results present here show a differential expression
of chemokine mRNA in CBA mice infected with Lm as compared to those infected with
La. These differences may be implicated in the different inflammatory cell infiltrate and
cellular immune response that correlate with resistance or susceptibility.

1. CBA mice; 3. Leishmaniasis; 3. Leishmania major, 4. Leishmania amazonensis, 5.
Immunopathology; 6. Cytokines; 7.Chemokines.



1 INTRODUGCAO:

1.1 CONSIDERAGOES GERAIS

A leishmaniose é uma doenga endémica, causada por protozoarios do género
Leishmania, que ocorre em diversas regides tropicais e subtropicais do globo, incluindo
o Brasil . Representa uma das seis mais importantes endemias do mundo e constitui
um seério problema de saude publica (GRIMALDI et al., 1989).

Em humanos, a infec¢do por Leishmania apresenta diversas formas clinicas,
relacionadas com a espeécie do parasito e com a capacidade do hospedeiro em montar
uma resposta imune eficaz contra o patégeno (TURK & BRYCESON, 1971). A doenca
pode envolver pele e mucosas, na forma tegumentar, e 6rgaos internos na forma
visceral (BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995).

A incidéncia de leishmaniose no Brasil vém aumentando nos ultimos anos,
principalmente nas regides cujos sistemas ecologicos tém sofrido maior interferéncia do
homem, bem como nas areas urbanas desprovidas de infra-estrutura sanitaria,
permitindo a expansado de novos focos e favorecendo a ocorréncia de epidemia
(MERCHAN-HAMANN, 1997). No periodo de 1984 a 1994, foram notificados 14.964
casos de leishmaniose visceral, sendo 70,4% dos casos registrados nos estados da
Bahia, Ceara, Maranhdao e Piaui (BRASIL, 1996). Em relacdo a leishmaniose
tegumentar, foram descritos 63.078 casos das formas cutanea localizada e cutaneo-
mucosa da doencga , entre 1971 e 1980, sendo a maior incidéncia no estado do Ceara

(GRIMALDI et al., 1989). Na Bahia, a Fundacao Nacional de Saude (FNS) registrou um



total de 2.877 novos casos em 1989 e de 4.105 casos em 1994, sendo llheus a cidade
mais atingida, com 70,89% dos casos registrados no periodo (MERCHAN-HAMANN,
1997). O Ministério da Saude, juntamente com a FNS, registrou um aumento na
incidéncia de leishmaniose tegumentar de 10,45 para 22,81 casos/ 100.000 habitantes,

no periodo de 1985 a 1995 (SILVA et al., 1997).

1.2 O PARASITO

Leishmania sao parasitos digenéticos, pertencentes ao género Leishmania,
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, cujo ciclo de vida apresenta trés
estagios em diferentes hospedeiros: um fleb6tomo (vetor) e um hospedeiro vertebrado.
As formas promastigotas de fase estacionaria (metaciclicas) e logaritmica de
crescimento sdo encontradas no interior do trato digestivo do inseto vetor, enquanto a
forma amastigota € parasito intracelular de células do sistema fagocitico mononuclear.
O ciclo de vida desses protozoarios tém inicio quando flebétomos fémeas infectados
pelo parasito, ao realizarem um novo repasto sanguineo, injetam formas promastigotas
metaciclicas de Leishmania junto com saliva na pele do hospedeiro mamifero. Esses
parasitos sao posteriormente fagocitados por macréfagos e no seu interior assumem a
forma amastigota, iniciando um processo de replicagdo intracelular no interior de
compartimentos fagolisossomais, que permite a manutengao dos parasitos no tecido
(TITUS et al, 1993).

A capacidade de sobrevivéncia no interior das células do hospedeiro vertebrado
reflete a adaptacao evolutiva desses parasitos para evadir e resistir aos mecanismos

efetores das respostas imunes do hospedeiro (HOWARD et al., 1980; MOSSER &



ROSSENTHAL, 1994). Diversas estratégias podem ser utilizadas por estes organismos
para escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro, dentre as quais pode-se
destacar a atividade de moléculas secretadas ou expressas na superficie do parasito, a
exemplo de PPG (proteofosfoglicano), LPG (lipofosfoglicano), gp63 ou PSP (protease
de superficie de promastigotas) e GIPLs (glicoinositolfosfolipideos).

Diversos trabalhos tém evidenciado que o LPG e o gp63, principais moléculas de
superficie de Leishmania, funcionam como importantes fatores de viruléncia do parasito
(TURCO & DESCOTEAUX, 1992; KELLEHER et al., 1995; BRITTINGHAM et al., 1995;
STREIT et al.,, 1996). O LPG constitui o principal glicoconjugado da superficie de
formas promastigotas de Leishmania e protege o parasito contra destruicao
intracelular, através da inibicdo de moléculas envolvidas nos processos relacionados
com ativagdo e quimiotaxia de mondcitos, a exemplo da proteina cinase C (PKC) e IL-
18 (DESCOTEAUX et al., 1992). Além disso, o LPG também esta envolvido na inibigao
da ativagdo de células endoteliais humanas, diminuindo a produgéo de quimiocinas
como MCP-1 e na protecado do parasito contra lise mediada pelo complemento e por
metabolitos reativos de oxigénio (LO et al., 1998; TURCO & DESCOTEAUX, 1992,
BEVERLEY & TURCO, 1998). O gp63 constitui uma glicoproteina com atividade
proteolitica capaz de se ligar ao receptor de compiemento expresso na superficie de
macrofagos, impedindo a fixacdo do complemento e favorecendo o estabelecimento da

infeccao nessas células (BRITTINGHAM et al., 1995).



1.3 LEISHMANIOSES: ASPECTOS CLINICOS

As leishmanioses sdo doencas causadas por diferentes espécies de Leishmania
e a depender da espécie infectante pode apresentar-se clinicamente sob duas formas
diferentes : tegumentar ou visceral.

A leishmaniose tegumentar apresenta um amplo espectro de manifestacoes
clinicas, podendo causar lesdes desfigurantes, a depender da resposta imune do
hospedeiro a infecgao (TURK & BRYCESON, 1971). A leishmaniose cutanea localizada
(LCL) e a cutaneo-mucosa (LCM) constituem o polo responsivo ou alérgico da doenga,
enquanto a leishmaniose cutanea difusa (LCD) representa o polo nao responsivo ou
anérgico.

Parasitos do complexo L. donovani estao relacionados, tanto no Novo quanto no
Velho Mundo, com a infecgao de células do sistema fagocitico mononuclear de 6rgéaos
internos como figado, bago e medula éssea. No entanto, L. infantum, L. donovani e L.
chagasi podem também causar LCL e LCM . No Novo Mundo os parasitos que causam
LCL e LCM sdo agrupados nos complexos L. braziliensis e L. mexicana . Parasitos do
complexo L. braziliensis geralmente causam LCL e LCM enquanto parasitos do
complexo L. mexicana, na maioria dos casos, nao afetam a mucosa, causando apenas
lesdes cutaneas limitadas que curam espontaneamente (BARRAL et al., 1991; GHALIB
et al.,1992).

A L. amazonensis, associada comumente com lesdes localizadas de pele, pode
também estar relacionada com LCM e leishmaniose visceral (LV) em alguns casos

(BARRAL et al.,, 1991). No Velho Mundo, L. tropica, L. aethiopica e L. major sao



agentes causadores da LCL, entretanto L. fropica pode causar doenga visceral
(BITTENCOURT & BARRAL-NETO, 1995).

Na LCL as lesdes surgem no local da picada do fleb6tomo sob a forma de uma
pequena papula que se desenvolve em um nédulo ulcerado no centro. O aspecto mais
freqliente observado nos casos de pacientes com LCL € uma ulcera localizada, com
bordas elevadas e fundo plano, presente nas areas mais expostas do corpo, que tende
a cicatrizar espontaneamente ou a apresentar curso indolente. Com menos frequéncia,
as lesdes podem aumentar de tamanho, tornando-se nodulares ou verrucosas, com ou
sem ulceragdes (GRIMALDI, 1982).

Nos pacientes com LCM a lesdao mucosa pode aparecer algumas semanas ou
anos apds o desaparecimento da lesdo inicial, devido a um provavel quadro de
disseminagao hematogénica do parasito, para sitios da mucosa nasal, palato, uvula,
faringe e labio superior, causando destruicdo desses sitios e podendo ocorrer
perfuracao do septo nasal (MAUEL & BEHIN, 1981; MARSDEN, 1986). Alguns autores,
frente a natureza cronica e destrutiva da LCM, tém considerado essa forma clinica
como pdlo hiperérgico da doenga devido a intensa resposta imune mediada por células
aos antigenos de Leishmania (CASTES et al., 1983; CARVALHO et al., 1985;
COUTINHO, 1987).

Na LCD as lesdes evoluem formando papulas, nédulos ou infiltragdes difusas, de
distribuicao simétrica na face, tronco € membros, podendo disseminar-se para todo o
corpo. Os pacientes com esta forma da doenga nao apresentam resposta de
hipersensibilidade do tipo tardia a antigenos do parasito, apresentando uma reagéao de

Montenegro negativa (CASTES et al.,, 1983). Nestes casos verifica-se disseminagao



dos parasitos de um sitio para outro através do sistema linfatico, sem ocorrer

visceralizagao (BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995; MAUEL & BEHIN, 1981).

1.4 O MODELO MURINO DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Diversos modelos vém sendo desenvolvidos para se estudar as relagdes entre
Leishmania, seus hospedeiros mamiferos e seus insetos vetores, dentre os quais pode-
se destacar o modelo murino, que constitui um importante instrumento para pesquisa
dessas relagoes, pelo fato de camundongos isogénicos apresentarem padrées distintos
de resposta a infecgdo por uma unica ou por diferentes espécies de Leishmania. Na
leishmaniose tegumentar, esses animais reproduzem experimentalmente algumas
caracteristicas das manifestagdes clinicas observadas na doenga humana.

A gravidade e o resultado da infeccdo sado geneticamente determinados,
podendo estar relacionados com o “background” genético do hospedeiro e da
Leishmania. Algumas linhagens de camundongos como C3H/He, C57BL/6, C57BL/10,
ATL e CBA sao resistentes a infecgao por L. major e sao susceptiveis a infecgao por
parasitos do complexo Mexicana, como L. mexicana, enquanto camundongos da
linhagem BALB/c sdo susceptiveis a infeccdo por ambas as espécies de Leishmania
(ALEXANDER & BLACKWELL, 1986). Na infeccdo com L. amazonensis verifica-se uma
maior variagdo no espectro de susceptibilidade, a depender da linhagem de
camundongo. A maioria das linhagens investigadas desenvolve lesdes que nao curam
(CALABRESE & COSTA, 1992; SOONG et al, 1997). Estes estudos reforgam a

importancia de fatores relacionados a espécie de Leishmania no curso da infecgao.



Os camundongos que apresentam um perfil de resisténcia desenvolvem um
padrao histologico semelhante ao observado na LCL humana, com um aumento no
numero de linfocitos nas lesdes, formagao de granulomas e escasso parasitismo. Estes
animais apresentam lesdes localizadas e sé&o capazes de montar uma resposta imune
protetora e destruir 0s parasitos, apresentando cura espontdnea das lesbées. Nos
camundongos com perfil de susceptibilidade observa-se um numero reduzido de
linfécitos, nao se formam granulomas e o parasitismo € intenso em macrofagos. As
lesbes apresentam um crescimento progressivo, com ulceragdo e necrose litica,
podendo ocorrer visceralizagdo, metastase e morte dos animais. Além disso, ndo se
observa resposta imune celular protetora (BRADLEY & KIRKLEY, 1977: PEREZ et al.,
1978; BEHIN et al., 1979; ANDRADE et al., 1984).

Grande parte do conhecimento acerca da resposta imune na leishmaniose
resulta de estudos que se utilizaram da infeccdo experimental de diferentes linhagens
de camundongos isogénicos com L. major, um dos agentes causadores da
leishmaniose cutadnea localizada humana no Velho Mundo. Diversos estudos tém
demonstrado que a imunidade protetora contra o parasito esta relacionada com o
desenvolvimento de uma resposta imune mediada por células enquanto uma resposta
humoral tem pouca importancia na resolugcao das lesbes (LIEW et al, 1986; SCOTT,
1989; MULLER et al., 1992; LIEW & O'DONNELL, 1993; MCSORLEY et al., 1996). A
transferéncia passiva de soro ou fragdes de anticorpos de camundongos imunes, por
um periodo prolongado, nao altera o curso da infeccdo em camundongos BALB/c
(HOWARD, 1984). Experimentos utilizando camundongos Biozzi AB/L (selegéo 1),
deficientes na resposta humoral, demonstram que esses animais sao resistentes a

infeccao por L. major, apresentando lesdes pequenas que curam espontaneamente



(HALE & HOWARD, 1981 apud LIEW & O'DONNELL, 1993 e MCSORLEY et al., 1996).
FALCOFF et al. (1991) também demonstraram que camundongos H, e H,,, selecionados
por produzirem niveis elevados de anticorpos, sdo susceptiveis a infecgdo com L.
amazonensis, enquanto camundongos L, e Ly, que apresentam baixa produgdo de
anticorpos, sao resistentes. Por outro lado, estes dados nao excluem a possibilidade de
que anticorpos especificos contra o parasito, presentes no momento da inoculagao,
venham a interferir na fase inicial da infecgao, ja que algumas formas promastigotas de
Leishmania nao sdo imediatamente internalizadas pelos macréfagos presentes no sitio
de inoculagdo. Alguns estudos tém demonstrado que o soro de camundongos BALB/c e
C57BL/6 infectados com L. mexicana amazonensis aumenta a internalizacdo do
parasito por macréfagos peritoneais in vitro (REIS et al., 1987). A administracdo de
anticorpos monoclonais contra uma glicoproteina de 46 kD de L. amazonensis previne a
infeccdo de camundongos com parasitos virulentos (ANDERSON et al., 1983;
CHAMPSI & McMAHON-PRATT, 1988). A imunizagdo de camundongos com a
glicoproteina M-2 de membrana de L. amazonensis, antes de um subsequente desafio,
também foi capaz de prevenir a infecgao (CHAMPSI & McMAHON-PRATT, 1988).

Se por um lado nao ha evidéncias de que os anticorpos exercam uma papel
chave na resolugao da doenga, o envolvimento de células T CD4+ constitui fator crucial
na determinacdo dos padroes de resposta relacionados com resisténcia ou
susceptibilidade & infeccdo com Leishmania. A importancia dessas células tém sido
demonstrada por diversos grupos através da transferéncia adotiva de células T CD4+
normais, conferindo resisténcia a camundongos nude (nu/nu), transferéncia de células
T CD4+ imunes, que conferem protecdo a camundongos normais, ou pela deplegao de

células T CD4+, que reverte camundongos resistentes em susceptiveis a infecgéao



(MITCHELL et al. 1980; TITUS et al., 1987; MULLER et al., 1992). Por outro lado, como
mencionado acima, as células T CD4+ também estdo relacionadas com
susceptibilidade a infecgcdo com Leishmania, ja que camundongos BALB/c, altamente
susceptiveis a infecgdo com L. major, controlam a infecgdo quando sao irradiados ou
depletados de células T CD4+ antes da infecgdo (HOWARD et al., 1981; TITUS et al,,
1985b). Essa resisténcia adquirida pode ser revertida através da transferéncia de

células T CD4+ de animais com doencga progressiva para camundongos irradiados de

células T (HOWARD et al., 1981).

O envolvimento de células T CD4+ nos padroes de resisténcia ou
susceptibilidade na infeccdo de camundongos com Leishmania reflete uma
heterogeneidade nesse compartimento que esta relacionada com o perfil de citocinas
produzido por essas células. Em camundongos infectados com L. major, que
apresentam um perfil de resisténcia, observa-se a expansao de uma subpopulagdo de
celulas T CD4+ que expressam preferencialmente RNAm para citocinas do tipo Th1
como I|FN-y e IL-2, enquanto células T CD4+ de camundongos susceptiveis
demonstram uma maior expressdo de citocinas do tipo Th2 como IL-4 e IL-10
(HEINZEL et al., 1989; HEINZEL et al., 1991; LOCKSLEY et al., 1987).

O IFN-y é tido como o principal mediador de resisténcia a infecgdo com
Leishmania, devido a sua capacidade de ativar macréfagos, habilitando-os a destruir
formas amastigotas intracelulares do parasito (NATHAN et al., 1983; TITUS et al,
1984). O uso de anticorpos monoclonais anti-IFN-y administrado em camundongos
resistentes durante ou nas fases mais iniciais da infecgdo resulta em aumento da

producao de IL-4, aumentando o tamanho das lesées ( BELOSEVIC et al., 1989;
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MULLER et al., 1989; SADICK et al., 1990). O IFN-y recombinante sozinho, quando
administrado em camundongos BALB/c durante o curso da infecgdo, ndo é capaz de
gerar imunidade contra o parasito (LOCKSLEY et al., 1987). Provavelmente a acao de
outras citocinas podem estar contribuindo no mecanismo de ativagdo de macrofagos e
na consequente destruigao dos parasitos. A agéo sinérgica de IFN-y com TNF-o. ou LPS
sobre os macrofagos € capaz de estimular a sintese de NO, que representa um dos
principais mecanismos leishmanicidas tanto in vivo quanto in vitro (BOGDAN et al.,
1990; GREEN et al., 1990; LIEW et al., 1990a).

A IL-4 funciona como uma citocina que inibe a ativagcdo de macréfagos,
juntamente com |L-10 e TGF-B, e apresenta um importante papel na progressao da
doenga (NACY et al, 1991; LIEW et al., 1989; BOGDAN et al., 1991). IL-4 modula
respostas Th1 e constitui o principal fator para gerar respostas do tipo Th2,
possivelmente por um efeito direto sobre o macréfago ou estimulando a sintese de IL-
10, que atua inibindo a producdao de IFN-y e, conseqlientemente , modulando a
ativacao dessas células (FIORENTINO et al.,, 1991; HSIEH et al., 1992; TANAKA et al.,
1993). O tratamento de camundongos BALB/c com anti-IL4 na fase inicial da infeccéo ,
torna-os capazes de produzir niveis elevados de IFN-y , convertendo-os em resistentes
a L. major (SADICK et al., 1990).

Além de IFN-y, IL-4 e IL-10, outras citocinas como IL-12, TNF-a, e TGF-p ,
podem estar envolvidas na determinagdo de um ou outro tipo de fenétipo Th. IL-12 é
um fator produzido por células apresentadoras de antigenos, como macrofagos e
celulas dendriticas, e esta relacionada com a estimulagéo de células Th1, embora na

presenca de |L-4 possa também induzir células Th2 (TRINCHIERI, 1995; LAMONT &
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ADORINI, 1996). O tratamento de camundongos susceptiveis com IL-12 recombinante
€ capaz de curar a infecgao com L. major nesses animais, desde que o tratamento seja
realizado na primeira semana de infec¢ao (HEINZEL et al., 1993; SYPEK et al., 1993).
O TNF-a também apresenta um importante papel no controle das lesées
cutaneas de camundongos infectados com Leishmania. O tratamento de camundongos
resistentes ou susceptiveis com TNF-a resulta na diminuigcdo do tamanho das lesdes e
do numero de parasitos em relagdo a camundongos ndo tratados. Além disso, o
tratamento com anti-TNF-a exacerba a doenga (TITUS et al., 1989; LIEW et al., 1990b).
O mecanismo de acao de TNF-a esta relacionado com o aumento da ativacdo de
macrofagos e consequente destruicdo de parasitos (LIEW et al., 1990a). ARNOLDI &
MOOL (1998) demonstraram que a deple¢do de TNF-a, in vivo, reduz a carga de
parasitos e a quantidade de células de Langerhans infectadas no linfonodo de
drenagem de camundongos BALB/c infectados com L. major. Nesse mesmo trabalho,
os autores demonstraram ainda que a administragdo de TNF-a recombinante reverte
esse efeito, estimulando a migragdo e acumulagao dessas células no linfonodo desses
animais (ARNOLDI & MOOL, 1998). Esses dados demonstram a participacdo do TNF-«
nos eventos relacionados com a quimiotaxia e migragao de células para sitios distantes.
A acado do TGF-p tém sido descrita nos eventos iniciais da infecgéo relacionados
com 0sS mecanismos que promovem a inativacdo de macrofagos. O tratamento de
camundongos BALB/c infectados com TGF-[3 recombinante exacerba a infeccao com L.
braziliensis nesses animais , correlacionando-se com o aumento na expressao de
RNAm para IL-10 (BARRAL et al., 1993). Alem disso, TGF-§ esta relacionado com a

inibicado da expressao de iINOS por macréfagos ativados por MIF nas lesdes cutaneas
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de camundongos infectados com L. major (CUNHA et al., 1993; STENGER et al,,

1994).

1.5 O CBA COMO MODELO DE RESISTENCIA E SUSCEPTIBILIDADE A INFECCAO

POR DIFERENTES ESPECIES DE LEISHMANIA

Alguns trabalhos tém demonstrado que camundongos da linhagem CBA
apresentam um padrao de resisténcia quando infectados com L. major, desenvolvendo
lesbes cutaneas localizadas que evoluem para cura espontidnea e tornando esses
animais imunes a reinfec¢do (BEHIN et al., 1979). A infeccdo com L. amazonensis tém
sido pouco explorada, no entanto os poucos trabalhos existentes na literatura
demonstram que a infecgdo induz lesées de crescimento progressivo nesses
camundongos, sendo considerados susceptiveis a essa espécie de Leishmania apos
experimentos de imunizagdo, mas relativamente resistentes quando comparados com
camundongos da linhagem BALB/c (CHAMPSI & PRATT, 1988; SOONG et al., 1995).

Os estudos de SOUZA (1998) demonstraram que camundongos CBA infectados
com L. major ou L. amazonensis apresentam distintos perfis morfolégicos de resposta
tecidual , no linfonodo de drenagem e no sitio de inoculagao dos parasitos. Na infecgao
por L. major observa-se um infiltrado mononuclear misto, com um aumento progressivo
do numero de linfocitos na lesao, fibrose, necrose fibrindide e formagéao de granulomas,
que culmina na eliminagao dos parasitos e cura espontanea das lesdes. Na infecgao
por L. amazonensis observa-se um infiltrado macrofagico difuso, monomérfico, com
intenso parasitismo, areas de necrose litica, micro-abcessos e Ulceras, seguida de

disseminagdo dos parasitos, que resulta na morte desses animais . O perfil de
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resisténcia desses camundongos na infecgdo por L. major correlaciona-se com o
fenotipo Th1, com producdo aumentada de IFN-y , enquanto o perfil de susceptibilidade
observado na infecgdo por L. amazonensis esta relacionado com o fenétipo Th2, com
producao de IL-4 e auséncia de resposta Th1, como amplamente descrito na literatura
para outras linhagens de camundongos infectados com Leishmania (BOTTOMLY, 1988;
LIEW & O'DONNELL, 1993; MCSORLEY et al., 1996; MULLER et al., 1992;
MOSSMANN & COFFMAN, 1989).

Os aspectos histopatologicos relacionados com resisténcia nos camundongos
CBA assemelham-se aos observados por BARRAL-NETTO et al. (1987b) em estudos
com camundongos BALB/c imunizados previamente com antigenos solliveis de L.
amazonensis e desafiados posteriormente, enquanto animais ndo imunizados
demonstraram o mesmo aspecto observado nas lesdes de camundongos CBA
susceptiveis. ANDRADE et al. (1984) também demonstraram padrées diferentes de
resposta tecidual em camundongos A/J e BALB/c infectados com L. amazonensis,
semelhantes aos observados no modelo de infeccdo do CBA. Camundongos A/J
apresentaram lesdes cutaneas caracterizadas pela presenga de um nédulo localizado,
com infiltrado celular misto e focal, constituido de muitos linfocitos, plasmécitos,
fibroblastos e dispersos macréfagos parasitados. As lesbes desses animais
apresentaram areas focais de necrose fibrindide, presen¢a de pequenos granulomas e
fibrose intersticial e periférica. Nos camundongos BALB/c as lesdes apresentaram
extensas areas de necrose coagulativa, com um infiltrado monomorfico composto
basicamente de macrofagos vacuolados de citoplasma amplo e densamente

parasitados (ANDRADE et al., 1984). Os mecanismos responsaveis pelas diferencas na
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composigao de células do infiltrado inflamatério de camundongos que apresentam
perfis de resisténcia ou susceptibilidade a diferentes espécies de Leishmania ndo tém

sido amplamente explorados.
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1.6 QUIMIOCINAS

As quimiocinas constituem uma grande familia de citocinas de 8 a 10 kD com
acao quimiotatica e que apresentam 20 a 70% de homologia entre si nas suas
seqiéncias de aminoacidos (LUSTER, 1998). A fungdo das quimiocinas esta
relacionada com a habilidade de estimular a movimentagdo, o direcionamento e a
infiltragao de leucécitos através do endotélio, permitindo que essas células cheguem ao
tecido e desempenhem as suas atividades inflamatérias. Sdo produzidas por muitos
tipos celulares como mondcitos, macréfagos alveolares, neutréfilos, plaquetas,
eosindfilos, mastdcitos, células epitelidides, linfécitos T, células NK, queratinécitos,
células endoteliais, fibroblastos, células musculares e hepatécitos. Os estimulos para
que estas ceélulas produzam quimiocinas podem ser diversos, incluindo produtos
bacterianos, C5a, LTB4, IFN's e citocinas pro-inflamatérias da fase aguda como IL-1 e
TNF-o (STRIETER et al., 1996).

Esses fatores quimiotaticos estdo agrupados em subfamilias, com base na
posicao dos residuos de cisteina que compdem a molécula madura. As CXC ou a-
quimiocinas possuem um aminoacido ndo conservado separando os dois primeiros
residuos de cisteina enquanto que nas CC ou B-quimiocinas estes residuos de cisteina
sdo adjacentes. Existem ainda dois novos grupos de citocinas quimiotaticas
denominados de C e CX;C quimiocinas. A subfamilia das C quimiocinas, representada
apenas pela “linfotactina”, apresenta apenas um residuo de cisteina na regido N-
terminal. A CX3C quimiocina, também referida como “fractalcina” ou “neurotaxina’,

apresenta trés aminoacidos entre os dois primeiros residuos de cisteina e além disso é
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caracterizada pela presenca de um extenso dominio mucina N-terminal, cuja funcio
ainda nado é conhecida (ROLLINS, 1997; LUSTER, 1998). As quimiocinas, de uma
maneira geral, apresentam semelhangas estruturais entre si, possuindo pelo menos trés

folhetos B pregueados, além de uma a-hélice na regido C-terminal, como evidenciado

na Figura 1(B1-3 e o ).

Familia Estrutura Locus/Cromossomo
Humano Murino
B1 B2 B3
- -
CXC - | } i o 4q 12-21 5
CXC c c
B1 B2 B3
- - -
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|4 - |4
Cc | | | U o 1923 1
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- - =p s00000
CXXXC 4 } } ## o 16 8
CXXXC C C (YTTIT Y]
d
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Figura 1: Estrutura e localizagdao das principais familias de quimiocinas nos
cromossomos humanos e murinos. As homologias estruturais entre os grupos é

evidenciada pelos folhetos B pregueados (f1-3), a-hélice C-terminal (o) e residuos de

cisteina (C e c). (Baseado no modelo de ROLLINS, 1997)
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1.6.1 CXC quimiocinas

A maioria dos genes que codificam as CXC quimiocinas esta localizada no
cromossomo humano 4q12-21 e em camundongos localiza-se no cromossomo 5
(BAGGIOLINI et al., 1994; RAPORT et al., 1996; ROLLINS, 1997). As CXC quimiocinas
podem ser subdivididas em quimiocinas ELR e nao ELR , de acordo com a presenca
ou auséncia de uma seqliéncia conservada de aminoacidos glutamato-leucina-arginina
(ELR) presente entre a regiao N-terminal da proteina e a primeira cisteina. As
quimiocinas ELR possuem esta seqiéncia e sao potentes quimiodtaticos para
neutréfilos, enquanto as que nao apresentam atuam predominantemente sobre
linfécitos (BAGGIOLINI et al., 1994; ROLLINS, 1997; LUSTER, 1998). Dentre as
guimiocinas ELR destacam-se a IL-8 (interleucina-8), os GRO-a, B e y (oncogene
relacionado ao crescimento-o, B e y), 0 NAP-2 (peptideo ativador de neutréfilos-2), o
ENA-78 (peptideo ativador de neutrofilos derivado de células epiteliais-78) e o LIX (CXC
quimiocina induzida por LPS), dentre outras. As principais quimiocinas ndo ELR sao
PF-4 (fator plaquetario-4), IP-10 (proteina induzida por interferon-y), MIG (monocina
induzida por interferon-y) e SDF-1(fator derivado de células estromais -1) (CLARK-
LEWIS, 1991; SCHALL & BACON, 1994; BAGGIOLINI et al., 1994; LOETSCHER,
1996; ROLLINS, 1997, LUSTER, 1998). Os homologos murinos para essas moléculas,

bem como as principais células-alvo em que elas agem diretamente, sdo apresentadas

na Tabela 1.
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Tabela 1: Principais CXC quimiocinas ELR e nao ELR e principais células-alvo nas

quais elas atuam.

CXC QUIMIOCINAS

HUMANO  CAMUNDONGO CELULAS-ALVO
e ELR
IL-8 - Neutrofilos, linfécitos T, basdfilos, céls. endoteliais (7?)
GRO-a (MGSA) KC Neutrofilos, melandcitos , céls. endoteliais (?)
GRO-B MIP-2a Neutréfilos, melandcitos , céls. endoteliais (?)
GRO-y MIP-2p3 Neutréfilos, melandcitos , céls. endoteliais (7?)
ENA-78 ? Neutrofilos
NAP-2 ? Neutréfilos; basdfilos
LIX ? Neutréfilos
* nao ELR
PF-4 PF-4 Fibroblastos; céls. endoteliais
IP-10 CRG-2 Linfocitos T ativados; céls. NK; céls. endoteliais (?)
MIG MIG Linfécitos T ativados
SDF-1 SDF-1 Linfécitos Te B

( STRIETER et al,, 1996; ROLLINS, 1997; LUSTER, 1998)

1.6.2 CC quimiocinas

Os genes que codificam as CC quimiocinas estdo agrupados no cromossoma
humano 17911.2-12, enquanto no camundongo eles localizam-se no cromossomo 11
(BAGGIOLINI et al., 1994; RAPORT et al., 1996; ROLLINS, 1997). Dentre as principais
moléculas que integram esta subfamilia pode-se destacar os MCP-1, 2, 3, 4 e 5
(proteina quimiotatica de mondcitos-1, 2, 3. 4 e 5 ), o RANTES (quimiocina regulada

pela ativacdo de células T normais), os MIP-1 o e B (proteina inflamatéria de
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macrofagos o e B), o 1-309 e a Eotaxina. As CC quimiocinas nao parecem ter uma agao

direta sobre neutrdfilos e atuam, preferencialmente, na quimiotaxia de mondcitos,

eosindfilos, basofilos e linfécitos para os tecidos, como descrito na Tabela 2 (LUSTER,

1998; SCHALL & BACON, 1994);

Tabela 2: Principais CC quimiocinas e células-alvo nas quais elas atuam.

CC quimiocinas

HUMANO CAMUNDONGO CELULAS ALVO
Eotaxina Eotaxina Eosindfilos
1-309 TCA-3 Mondcitos
MCP-1/MCAF JE- Monacitos, linfocitos T de memoéria, baséfilos, céls. NK
MCP-2,3e4 2 Monacitos, linf. T e de memoria; eosinofilos , céls. NK
- MCP-5 Monacitos, linfécitos T:eosinofilos
MIP-1a MIP-1a. Mondcitos, linfocitos T, basoéfilos; eosindfilos; céls.
dendriticas e NK
MIP-1p3 MIP-1p3 Monécitos, linfocitos T , basofilos; eosindfilos; céls.
dendriticas e NK
- MIP-1y Linfécitos T ativados e em repouso
RANTES RANTES Mondcitos, linfocitos T, baséfilos; eosindfilos; céls.

dendriticas e NK

( STRIETER et al,, 1996; ROLLINS, 1997; LUSTER, 1998)

1.6.3 Receptores de quimiocinas

Os eventos que determinam a ativagdo, movimentacao e enderegamento de

leucécitos através do endotélio parecem ser bastante complexos e multirregulados,
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envolvendo a participagao de diversas moléculas expressas na membrana dessas
células, como quimiocinas, selectinas, integrinas e os proprios receptores de
quimiocinas. Esses receptores apresentam sete passagens pela membrana e sao
estruturalmente relacionados, estando normalmente acoplados a proteinas G
(PREMACK & SCHALL, 1996; MURPHY, 1994). As selectinas permitem a ligagédo e o
rolamento dos leucocitos sobre a superficie das células endoteliais, enquanto a ligagao
das quimiocinas a seus receptores aciona uma série de eventos que estimulam o
aumento do calcio intracelular e a conseqlente ativagdo de diversas isoformas de
proteinas cinase C, relacionadas com ativacao das fungbes desses leucocitos. Além
disso, as interagdes quimiocina/receptor aumentam a afinidade das ligagbes mediadas
pelas selectinas e intensifica a expressao de integrinas por essas células , permitindo o
ancoramento no endotélio e a migragao desses leucocitos para o tecido adjacente,
onde estardao aptos a desenvolver suas fungdes, relacionadas com fagocitose de
microorganismos, secre¢ao de granulos contendo enzimas degradadoras e agentes
microbianos e ativagao de vias relacionadas com a producao de metabdlitos reativos
do oxigénio (GERARD E GERARD, 1994; BOKOCH, 1995; PREMACK & SCHALL,
1996).

Um dos principais problemas encontrados no estudo da fisiologia das
quimiocinas é o fato de que essas moléculas ligam-se a diferentes tipos de receptores
(ROLLINS, 1997). Entretanto, apesar das muitas discussdes a respeito dos receptores
de quimiocinas e seus ligantes, existe um certo consenso no fato de que nao existe
ligacédo cruzada entre receptores de CXC quimiocinas (CXCR) e CC quimiocinas, nem

tao pouco entre CXC quimiocinas e receptores de CC quimiocinas (CCR).
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Atualmente , sdao conhecidos pelo menos cinco receptores do grupo CXCR, nove
do grupo CCR e um receptor especifico para CXsC quimiocina (CX3CR), que se liga a
“fractalcina” . Além desses receptores existe o DARC (“duffy antigen receptor for
chemokines”) que é estruturalmente homélogo aos demais receptores de quimiocinas.
Este receptor € expresso na superficie de eritrocitos e células endoteliais, sendo
considerado de agdo “promiscua’ pelo fato de se ligar a diversas CC e CXC
guimiocinas, sem que haja inducdo do influxo de calcio nas células alvo, como ocorre
com receptores de outros grupos ao serem ativados (NEOTE et al., 1993; HORUK et
al., 1993;LUSTER, 1998).

Os receptores de quimiocinas sdo expressos em diferentes tipos de leucacitos e
podem ser compartilhados por quimiocinas de um mesmo grupo ou podem apresentar
um ligante especifico. Alguns sao restritos a determinadas células, como € o caso de
CXCRH1, ligante da IL-8, expressos apenas em neutréfilos. Outros receptores sao
expressos em diversos tipos celulares, a exemplo dos receptores do grupo CCR.
Determinados receptores podem estar relacionados com a natureza da resposta imune,

sendo diferentemente expressos em subpopulagdes de linfécitos Th1 e Th2 (Tab. 3).
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Tabela 3: Receptores de quimiocinas, células em que sido predominantemente

expressos e seus respectivos ligantes.

RECEPTOR CELULAS EM QUE PREDOMINAM LIGANTES
CXCR1 Neutrofilos IL-8
CXCR2 Neutrofilos IL-8, GRO-q, B ey, NAP-2, ENA-78
CXCR3 Linfécitos T ativados (Th1) IP-10, MIG
CXCR4 Linfécitos Te B SDF-1
CXCR5 Linfocitos B BCA-1
CCR1 Monécitos, linfocitos T ativados, eosindfilos, RANTES MIP-1¢., MCP-3
céls. dendriticas
CCR2 Monécitos, macréfagos, linf. T ativados, MCP-1,2,3,4e 5,
CCR3 Basdfilos, eosindfilos, linf. T ativados (Th2) Eotaxina, RANTES, MCP-3, MCP-4
CCR4 Basdfilos, plaquetas, linf. T ativados (Th2) MIP-1a, RANTES, MCP-1, TARC
CCR5S Mondcitos, macrofagos, céls. dendriticas, MIP-1a, MIP-13, RANTES
linfocitos T ativados (Th1)
CCR6 Linfécitos T, céls. dendriticas MIP-3a/LARC
CCR7 Linfécitos Te B MIP-3B,/ELC
CCRS8 Monécitos, macrofagos 1-309
CCR9 Céls. nao hematopoiéticas CC quimiocinas
DARC Eritrécitos IL-8, GRO-, RANTES, MCP-1
CXsCR Células NK e céls. CD8+ “fractaicina”

( STRIETER et al., 1996; ROLLINS, 1997, SALLUSTO, 1997; BONECCHI, et al., 1998;
LUSTER, 1998; WELLS, et al., 1998)
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1.6.4 Quimiocinas: Doengas inflamatérias e leishmaniose

A expressao de quimiocinas e de seus receptores vem sendo estudada em
diversos processos inflamatérios crénicos como psoriase (GILLITZER et al., 1993),
reagdes de hipersensibilidade tardia relacionadas com sarcoidose e tuberculose
(DEVERGNE et al.,, 1994), inflamagdo gengival (YU et al., 1993), formacgédo de
granulomas na esquistossomose (LUKACS et al., 1993), infecgao por HIV (COCCHI et
al., 1995; CHOE, et al.,1996) e miocardites relacionadas com a infec¢ao por
Trypanosoma cruzi (ALIBERTI et al., 1997; SILVA, 1998).

Alguns trabalhos tém revelado que as quimiocinas e seus receptores podem
desempenhar um importante papel na regulagao da resposta imune, devido a
capacidade dessas moléculas de promover o recrutamento seletivo de diferentes tipos
celulares para os sitios inflamatérios. Além disso, esses tipos celulares podem
apresentar uma expressao diferencial dessas moléculas. SCHRUM et al. (1996)
demonstraram recentemente que as quimiocinas MIP-1a, MIP-13 e RANTES,
pertencentes a subfamilia das CC quimiocinas, estao associadas a uma resposta imune
do tipo Th1, ao estudarem a resposta de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) e de linhagens e clones de linfécitos T humanos a antigenos de Yersinia
enterocolitica. Nesse mesmo trabalho os autores demonstram que PBMC e clones de
linfocitos do fendtipo Th2, estimulados com antigenos de Ascaris suum, apresentaram
uma baixa expressao dessas quimiocinas.

A participagado de receptores de quimiocinas na determinagdo da natureza da

resposta imune tem portanto sido descrita, sendo sua expressdo modulada por
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citocinas (WELLS et al., 1998). Linfocitos T “naive” apresentam uma maior expressao
de CXCR4, um achado consistente com o fato de seu respectivo ligante, o SDF-1, estar
associado com o recrutamento de linfécitos T “naive” (OBERLIN et al., 1996). Linfécitos
T ativados que expressam CCR3 e CCR4, sdo predominantemente do tipo ThZ2,
enquanto linfécitos Th1 apresentam uma maior expressdao de CXCR3 e CCR5
(BONECCHI, et al., 1998; LUSTER, 1998; WELLS, et al., 1998) (Tab. 3)

Na leishmaniose cutdnea os poucos trabalhos relacionando quimiocinas a
patogenia da doenga tém demonstrado que a grande quantidade de macréfagos
presentes tanto nas lesées da forma localizada (LCL) quanto da forma difusa (LCD),
bem como as diferengas na composi¢do de subpopulagbes de ceélulas T, estdo
relacionadas com um padrao diferente de expressao dessas moléculas e que a cura
espontanea na LCL estd associada com niveis elevados de MCP-1, enquanto a
progressao da doenga na LCD correlaciona-se com altos niveis MIP-1a (RITTER et al.,
1996). Por outro lado, estas diferengas observadas nas duas formas da doenca podem
também ser correlacionadas com a atividade de determinadas moléculas expressas na
superficie dos parasitas, a exemplo de LPG (lipofosfoglicano), que além de exercerem
um efeito inibidor sobre as fung¢bes das células fagocfticas, como quimiotaxia,
fagocitose e geragdo de produtos oxidativos (FRANKENBURG et al, 1990;
BRANDONISIO et al., 1994), podem também diminuir a producdo de algumas
quimiocinas por células endoteliais, como observado em relagao aos niveis de MCP-1
produzidos por monécitos humanos in vitro (LO et al., 1998). BADOLATO et al. (1996)
também observaram que a infeccao de macrofagos humanos com promastigotas de L.

major estimula a producao de IL-8 e MCAF/MCP-1 nas primeiras horas da infecgao, e
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discutiram a possibilidade de que estas quimiocinas estejam envolvidas no
recrutamento de células-alvo que favorecem a replicagéo intracelular do parasito. O
problema dos estudos com material humano é que estes ndo permitem a analise
temporal da expressdo de quimiocinas. Provavelmente, ocorrem variagées na
expressao destas moléculas no decorrer da infecgao.

Alguns modelos animais de doenga tém sido utilizados no estudo das relagées
entre expressao de quimiocinas e processos patolégicos (STRIETER et al.,, 1996),
entretanto trabalhos relacionando o envolvimento dessas moléculas na infecgdo de
linhagens isogénicas de camundongos com Leishmania sao praticamente inexistentes.
Estudos, como o de RACCOSIN & BEVERLEY (1997), utilizando Northern blots e
sondas de cDNA, demonstraram que macrofagos murinos de camundongos BALB/c
infectados com promastigotas de L. major em fase estacionaria, expressam transcritos
de RNAm para as quimiocinas JE e KC (0os homoélogos murinos do MCAF/MCP-1 e
GRO-a humanos, respectivamente) uma hora ap6s a infecgdo, sendo que outras
quimiocinas e citocinas como TGF-p, IL-10, 1L-12 ou INOS nao foram induzidas nas
primeiras 24 horas . Embora esses dados tenham contribuido na caracterizagao dos
perfis de quimiocinas produzidas por macréfagos infectados com Leishmania, 0s
estudos in vivo relacionando susceptibilidade ou resisténcia a infeccdo de
camundongos por Leishmania tém sido escassos, bem como trabalhos que descrevam
as relagcbes entre a natureza do infiltrado inflamatério e quimiocinas nas lestes desses
animais.

SANTIAGO et al. (1998), estudando o modelo de infecgdo com L. major em

linhagens de camundongos de diferentes “backgrounds” genéticos, demonstraram que
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camundongos susceptiveis da linhagem BALB/c apresentaram uma maior expressao de
RNAmM para as quimiocinas MCP-5, IP-10 e RANTES nos primeiros dois dias apos
infeccdo em relagdo aos camundongos resistentes C57BL/6. Entre o 42° e 77° dia de
infeccao, esses autores observaram uma inversao no padrao de expressao dessas
quimiocinas que foram moduladas negativamente nos animais susceptiveis enquanto
camundongos resistentes além de demonstrarem, nesse mesmo tempo, uma maior
expressao de MCP-5, IP-10 e RANTES, também apresentaram um aumento na
expressao de RNAm para MIG.

Alguns trabalhos tém utilizado o estudo das quimiocinas para avaliar o papel de
determinados tipos celulares na infeccao de camundongos com L. major. A analise da
expressdo de RNAm para algumas quimiocinas ativadoras de células NK no linfonodo
de camundongos BALB/c e C57BL/6, apds os trés primeiros dias de infeccao com L.
major demonstrou uma maior expressao de |IP-10 , MCP-1 e “linfotactina” em células de
camundongos resistentes C57BL/6, enquanto RANTES, MIP-1a e MIP-1p foram
igualmente expressas em células de ambas as linhagens. O tratamento de
camundongos susceptiveis BALB/c com IP-10 recombinante apos infecgao, apesar de
aumentar a atividade de células NK nos linfonodos de drenagem desses animais, nao
promoveu redug¢do no tamanho das lesées (VESTER et al., 1999). ARNOLDI & MOOL
(1998) demonstraram que o tratamento de camundongos BALB/c com MIP-1a
recombinante e L. major reduziu de forma significativa a taxa de migragéo de células de

Langerhans para o linfonodo de drenagem desses animais, enquanto que o tratamento

com MCP-1 e parasitos nao altera a migragao destas células.
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No presente trabalho investigou-se se as diferengas observadas na composigéo
do infiltrado inflamatorio de lesbes de camundongos resistentes e susceptiveis a
infeccdo por Leishmania, descritas por SOUZA (1998), estao relacionadas com
diferentes perfis de expressdo de algumas quimiocinas e citocinas. A utilizacdo de
camundongos isogénicos CBA, que sao resistentes a L. major e susceptiveis a L.
amazonensis, oferece a vantagem de evitar a influéncia do “background” genético do
hospedeiro na determinacao do tipo de resposta, ao mesmo tempo em que permite

considerar o papel do agente na determinacéo dos diferentes perfis de resposta.
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Atualmente , sdo conhecidos pelo menos cinco receptores do grupo CXCR, nove
do grupo CCR e um receptor especifico para CX3C quimiocina (CX3CR), que se liga a
“fractalcina” . Além desses receptores existe o DARC (“duffy antigen receptor for
chemokines”) que é estruturalmente homoélogo aos demais receptores de quimiocinas.
Este receptor € expresso na superficie de eritrocitos e células endoteliais, sendo
considerado de agdo “promiscua” pelo fato de se ligar a diversas CC e CXC
quimiocinas, sem gue haja indug¢ao do influxo de calcio nas células alvo, como ocorre
com receptores de outros grupos ao serem ativados (NEOTE et al., 1993; HORUK et
al., 1993;LUSTER, 1998).

Os receptores de quimiocinas sao expressos em diferentes tipos de leucocitos e
podem ser compartilhados por quimiocinas de um mesmo grupo ou podem apresentar
um ligante especifico. Alguns sao restritos a determinadas células, como € o caso de
CXCRH1, ligante da IL-8, expressos apenas em neutréfilos. Outros receptores sao
expressos em diversos tipos celulares, a exemplo dos receptores do grupo CCR.
Determinados receptores podem estar relacionados com a natureza da resposta imune,

sendo diferentemente expressos em subpopulag¢des de linfocitos Th1 e Th2 (Tab. 3).
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Tabela 3: Receptores de quimiocinas, células em que sido predominantemente

expressos e seus respectivos ligantes.

RECEPTOR CELULAS EM QUE PREDOMINAM LIGANTES
CXCR1 Neutrofilos IL-8
CXCR2 Neutroéfilos IL-8, GRO-q, 3 e v, NAP-2, ENA-78
CXCR3 Linfocitos T ativados (Th1) IP-10, MIG
CXCR4 Linfécitos Te B SDF-1
CXCRS Linfocitos B BCA-1
CCR1 Mondcitos, linfécitos T ativados, eosindfilos, RANTES MIP-1c,, MCP-3
céls. dendriticas
CCR2 Mondcitos, macrofagos, linf. T ativados, MCP-1,2,3,4e5,
CCR3 Basdfilos, eosinofilos, linf. T ativados (Th2) Eotaxina, RANTES, MCP-3, MCP-4
CCR4 Baséfilos, plaquetas, linf. T ativados (Th2) MIP-1a, RANTES, MCP-1, TARC
CCR5 Mondcitos, macrofagos, céls. dendriticas, MIP-1a, MIP-1B3, RANTES
linfocitos T ativados (Th1)
CCR6 Linfocitos T, céls. dendriticas MIP-3a/LARC
CCR7 Linfocitos Te B MIP-3B,/ELC
CCRS8 Mondécitos, macrofagos [-309
CCR9 Céls. ndo hematopoiéticas CC quimiocinas
DARC Eritrécitos IL-8, GRO-, RANTES, MCP-1
CXs:CR Células NK e céls. CD8+ “fractalcina”

( STRIETER et al., 1996; ROLLINS, 1997; SALLUSTO, 1997; BONECCHI, et al., 1998;
LUSTER, 1998; WELLS, et al., 1998)
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1.6.4 Quimiocinas: Doencas inflamatérias e leishmaniose

A expressdo de quimiocinas e de seus receptores vem sendo estudada em
diversos processos inflamatorios cronicos como psoriase (GILLITZER et al., 1993),
reacoes de hipersensibilidade tardia relacionadas com sarcoidose e tuberculose
(DEVERGNE et al.,, 1994), inflamacdo gengival (YU et al., 1993), formagéao de
granulomas na esquistossomose (LUKACS et al., 1993), infecgao por HIV (COCCHI et
al., 1995, CHOE, et al,1996) e miocardites relacionadas com a infecgdo por
Trypanosoma cruzi (ALIBERTI et al., 1997, SILVA, 1998).

Alguns trabalhos tém revelado que as quimiocinas e seus receptores podem
desempenhar um importante papel na regulagdo da resposta imune, devido a
capacidade dessas moléculas de promover o recrutamento seletivo de diferentes tipos
celulares para os sitios inflamatérios. Além disso, esses tipos celulares podem
apresentar uma expressao diferencial dessas moléculas. SCHRUM et al. (1996)
demonstraram recentemente que as quimiocinas MIP-1a, MIP-18 e RANTES,
pertencentes a subfamilia das CC quimiocinas, estdo associadas a uma resposta imune
do tipo Th1, ao estudarem a resposta de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) e de linhagens e clones de linfécitos T humanos a antigenos de Yersinia
enterocolitica. Nesse mesmo trabalho os autores demonstram que PBMC e clones de
linfocitos do fendtipo Th2, estimulados com antigenos de Ascaris suum, apresentaram
uma baixa expressao dessas quimiocinas.

A participagdo de receptores de quimiocinas na determinagao da natureza da

resposta imune tem portanto sido descrita, sendo sua expressdo modulada por
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citocinas (WELLS et al., 1998). Linfécitos T “naive” apresentam uma maior expressao
de CXCR4, um achado consistente com o fato de seu respectivo ligante, o SDF-1, estar
associado com o recrutamento de linfécitos T “naive” (OBERLIN et al., 1996). Linfocitos
T ativados que expressam CCR3 e CCR4, sao predominantemente do tipo ThZ2,
enquanto linfécitos Th1 apresentam uma maior expressdo de CXCR3 e CCRS
(BONECCHI, et al., 1998; LUSTER, 1998; WELLS, et al., 1998) (Tab. 3)

Na leishmaniose cutdanea os poucos trabalhos relacionando quimiocinas a
patogenia da doenga tém demonstrado que a grande quantidade de macréfagos
presentes tanto nas lesdées da forma localizada (LCL) quanto da forma difusa (LCD),
bem como as diferencas na composi¢do de subpopulagbes de células T, estdo
relacionadas com um padrao diferente de expressao dessas moléculas e que a cura
espontanea na LCL esta associada com niveis elevados de MCP-1, enquanto a
progressao da doenca na LCD correlaciona-se com altos niveis MIP-1a (RITTER et al.,
1996). Por outro lado, estas diferengas observadas nas duas formas da doenc¢a podem
também ser correlacionadas com a atividade de determinadas moléculas expressas na
superficie dos parasitas, a exemplo de LPG (lipofosfoglicano), que aléem de exercerem
um efeito inibidor sobre as fungbes das células fagociticas, como quimiotaxia,
fagocitose e geragcdo de produtos oxidativos (FRANKENBURG et al., 1990;
BRANDONISIO et al., 1994), podem também diminuir a producdo de algumas
quimiocinas por células endoteliais, como observado em relagao aos niveis de MCP-1
produzidos por monécitos humanos in vitro (LO et al., 1998). BADOLATO et al. (1996)
também observaram que a infecgdo de macréfagos humanos com promastigotas de L.

major estimula a producao de IL-8 e MCAF/MCP-1 nas primeiras horas da infecgao, e
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discutiram a possibilidade de que estas quimiocinas estejam envolvidas no
recrutamento de células-alvo que favorecem a replicacao intracelular do parasito. O
problema dos estudos com material humano é que estes ndo permitem a analise
temporal da expressdo de quimiocinas. Provavelmente, ocorrem variagbes na
expressao destas moléculas no decorrer da infecgao.

Alguns modelos animais de doenga tém sido utilizados no estudo das relagées
entre expressdo de quimiocinas e processos patoldégicos (STRIETER et al., 1996),
entretanto trabalh<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>