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Apresentacao

O Programa de Pés-Graduagao em Imunologia (PPGIm) des-
de sua implantacio em 1989 (Mestrado) e 1998 (Doutorado), até o
presente, tem cumprido a sua missdo de formar mestres e doutores
na area de Imunologia visando a inser¢do de egressos em ensino de
graduacao/poés-graduacdo, em pesquisa, em servicos especializados
em Imunologia e em dreas correlatas. O corpo docente é formado por
professores e pesquisadores com titulagdo diversificada e multidisci-
plinar (Imunologia, Bioquimica, Biologia, Farmacologia, Parasitologia,
Neurociéncias, Biofisica, Genética, Hematologia, Gastroenterologia,
Infectologia, Odontologia), reunindo profissionais que convergem pes-
quisa para foco em Imunologia Bésica ou Aplicada, bem como, para
areas afins a imunologia, atuando nas linhas de Pesquisa do Programa:
Imunologia de Doengas Infecciosas e Parasitdrias, Imunodeficiéncia e
Imunopatologia, Imunogenética Genomica e Protedmica, Imunologia
Aplicada, e Neuroimunologia/Neuroimunoendocrinologia. Neste
e.livro traremos uma retrospectiva de estudo das diferentes linhas
de pesquisa tradicionais e mais recentemente implantadas, incluindo
avan¢os no entendimento da resposta imune a doengas infeccionas e
parasitdrias, como por exemplo causadas pelo virus linfotrépico de cé-
lulas t humanas tipo 1 (HTLV-1), e virus da hepatite C cronica e sua re-
lagao com autoimunidade, infec¢ao e resposta imune ao Coninebacterium
pseudotuberculosis, resposta imune associada ao Schistosoma mansoni, ao
Neospora caninum, e a Leishmanias. Também serdo abordados aspectos
relacionadas a compreensao de marcadores genéticos e reposta imune
associada a processos fisiopatolégicos da asma e atopia, reposta imune
associada ao crescimento de tumores cerebrais gliais malignos e esta-
belecimento de doengas neurodegenerativas, assim como o avango no
entendimento de possiveis alvos terapéuticos e desenvolvimento de far-
macos para estas patologias. Finalmente traremos uma reflexao sobre
e Bioética e Bioseguranca, importantes aspectos relacionados a pequisa
em humanos e animais.






Estudo da resposta imune associada
ao virus linfotrépico de células T
humanas tipo 1 (HTLV-1): avancos
e contribuicao do PPGIM

Silvane Maria Braga Santos, Edgar Marcelino De Carvalho

O virus linfotrépico de células T humanas tipo
1 (HTLV-1)

O virus linfotrépico de células T humanas tipo 1 (HTLV-1) foi o
primeiro retrovirus humano descrito, sendo inicialmente associado a
uma leucemia de células T em adultos. Em seguida, foi isolado de um
paciente com linfoma cutaneo de células T e somente depois associa-
do a doencas neuroldgicas. (Osame et al., 1986; Poiesz et al., 1980;
Uchiyama, Yodoi, Sagawa, Takatsuki, & Uchino, 1977) Similar a outros
retrovirus, o HTLV-1 é envelopado e constituido por duas fitas de aci-
do ribonucleico (RNA), que utiliza a enzima transcriptase reversa para
transcrever o RNA viral em 4cido desoxirribonucleico (DNA) proviral e
integrar-se no genoma da célula hospedeira. O genoma do HTLV-1 pos-
sui 9032 pares de base e, além das regides comuns a outros retrovirus,
possui uma area que codifica produtos génicos tnicos do virus. Nas
extremidades do genoma, observam-se as longas terminagdes repetidas
(LTR, 5’ e 3’) — e, no centro, regides que codificam um grupo de genes
estruturais (gag, pol e env), além da area pX, que codifica produtos
génicos especificos do HTLV-1 (tax e rex). O principal deles é o gene
tax, que ativa a transcri¢ao das LTR, aumentando a replicagio viral e a
expressao de varios genes celulares na célula hospedeira.



Pelo fato de pertencerem a mesma familia, os retrovirus, muitas
vezes 0 HTLV-1 é confundido com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV). Embora apresentem as mesmas formas de transmissio, varias
caracteristicas bioldgicas diferem um do outro. Ao contrario do HIV, o
HTLV-1 apresenta uma taxa de replicagdo muito lenta, e a infec¢do é
caracterizada por um estimulo persistente que leva a prolifera¢ao lin-
focitaria. Na infec¢ao pelo HTLV-1, somente uma minoria dos indivi-
duos infectados desenvolve a doenca (3-5%), e nem sempre se observa
imunossupressao.

Epidemiologia

Estima-se que de 10 a 20 milhdes de pessoas no mundo s3o por-
tadoras do HTLV-1. (Gessain & Cassar, 2012) A infeccao é endémica
do sudeste do Japao, do Caribe, da regido central da Africa, da Oceania
e do Oriente Médio. A América do Sul também ¢é considerada na lista,
com registros de casos na Coldémbia, no Equador, no Peru, na Bolivia
na Argentina, no Chile e no Brasil. Aqui, a distribui¢ao geografica da
infeccao pelo HTLV-1 é bastante heterogénea: o virus estd presente em
quase todos os estados brasileiros, com estimativa de 2,5 milhdes de
individuos infectados, tornando o pais um dos com maior namero de
casos. (Carneiro-Proietti, Catalan-Soares, Proietti, & Interdisciplinary
HTLV-I/II Research Group [GIPH], 2002) Estudos realizados em doa-
dores de sangue de diversas capitais brasileiras mostraram maior soro-
prevaléncia do HTLV-1 nas regides Norte e Nordeste (Catalan-Soares,
Carneiro-Proietti, Proietti, & Interdisciplinary HTLV Research Group,
2005); a cidade de Salvador, na Bahia, registra, entre doadores de san-
gue, uma das mais elevadas prevaléncias do HTLV-1, com média de
1,35%. (Galvao-Castro et al., 1997) Esse valor é ainda maior na popu-
lagao geral: um estudo multicéntrico registrou que 1,8% dela estd in-
fectada, de modo que cerca de 40.000 pessoas podem ser portadoras do
virus. (Dourado, Alcantara, Barreto, Teixeira, & Galvao-Castro, 2003)

Os mecanismos mais comuns de transmissao do HTLV-1 sao: o
contato sexual com troca de fluidos corporais, sendo mais frequente-
mente transmitida do homem para a mulher; a via perinatal (da mae
para o filho), predominantemente por meio da amamenta¢ao, podendo
ocorrer também durante o parto; pela via parenteral; por transfusio
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sanguinea; e pelo contato com e/ou compartilhamento de objetos con-
taminados com sangue (seringas, agulhas, alicates de unha etc.).

O diagndstico da infec¢do pelo HTLV-1 é feito inicialmente com
testes sorologicos que detectam anticorpos contra o virus utilizando o
método de ensaio de imunoabsor¢io enzimatica (Elisa). Existe a neces-
sidade da realiza¢do de dois testes de Elisa com resultado positivo para
continuar a investiga¢do. A confirmacao ¢é feita pelo teste de Western
blot, capaz de discriminar se a infeccao se dd pelo HTLV-1 ou HTLV-2.
Em alguns casos, esses procedimentos nio sao suficientes para o diag-
nostico, sendo entiao necessario recorrer a testes moleculares, nos quais
a técnica da reagdo da polimerase em cadeia (PCR), capaz de detectar o
material genético proviral, é a mais utilizada.

Interacao do HTLV-1 com o sistema imune

O HTLV-1 é um retrovirus com capacidade de infectar varios tipos
celulares, sendo os linfécitos T CD4 e T CD8 considerados os principais
alvos desse agente. Recentemente, foi demonstrado que, além dos lin-
focitos T, os linfécitos B, os mondcitos, as células natural killer e as célu-
las dendriticas também sao facilmente infectadas pelo HTLV-1. (Jones,
Petrow-Sadowski, Huang, Bertolette, & Ruscetti, 2008; Richardson,
Edwards, Cruickshank, Rudge, & Daigleish, 1990) Uma vez infectadas,
as células T incorporam o HTLV-1 em seu genoma e a proteina viral Tax
altera as vias de ativagio e morte celular, levando a uma ativa¢ao celular
persistente e a uma resposta exacerbada das células hospedeiras. Os
efeitos da Tax incluem ativacao de grupos especificos de genes celulares
e repressao de outros e promogao do ciclo celular.

A Tax é a mais importante proteina viral. Além de ser alvo da res-
posta imune, é essencial para a replicagao do virus e imortalizagdo das
células T. Ela induz a proliferagao da célula hospedeira, aumentando a
transcri¢ao de varios genes celulares (IL-1, IL-2, IL-15, GMC-SF etc.) e
diminui a apoptose. Como consequéncia, o que se observa, mesmo na
auséncia de estimulos exdgenos, é a propaga¢iao espontinea de linf6-
citos T in vitro e o aumento da producio de citocinas pré-inflamatérias
(IFN-y e TNF-a). Essa ativagao persistente das células do sistema imu-
ne se traduz no encontro de altos titulos de anticorpos anti-HTLV-1 e
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de uma frequéncia elevada de linfécitos T citotoxicos (LTC) especificos
para Tax. (Hanon et al., 2000; Nagai et al., 2001)

Principais doencas associadas ao HTLV-1

O HTLV-1 é, reconhecidamente, o principal agente etioldgico da
leucemia de células T do adulto (ATL) e da mielopatia associada ao
HTLV/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP). (Osame et al., 1986;
Uchiyama et al., 1977) Embora a HAM/TSP e a ATL sejam os princi-
pais males associados ao HTLV-1, outras doengas inflamatérias — como
a polimiosite, a poliartrite, a uveite e a dermatite infectiva em criangas
- também tém sido relacionadas a infec¢ao pelo virus. (Edlich, Hill, &
Williams, 2003)

ATL

A ATL, inicialmente descrita no Jap3ao, estd associada a transmissao
vertical (aleitamento materno) e é caracterizada por uma linfoprolife-
racao maligna devido ao crescimento clonal de células T CD4 infecta-
das. De maneira geral, os pacientes com ATL apresentam infiltracao
grave de células leucémicas em varios 6rgaos e curta sobrevida. A ATL
ocorre predominantemente em adultos apds longo periodo de laténcia,
com igual frequéncia entre homens e mulheres e idade média, para o
inicio da doenca, de 55 anos. Clinicamente a ATL é classificada em:
aguda — de evolugao rapida para o 6bito (leucemia aguda), corresponde
a aproximadamente 65% dos casos; cronica — caracterizada por intensa
linfocitose, com os individuos apresentando maior sobrevida e corres-
pondendo a mais ou menos 5% dos casos; linfomatosa — caracterizada
por linfadenomegalia sem linfocitose, presente em 25% dos casos, e
definida por intensa hipercalcemia e comprometimento dos linfonodos;
e forma indolente ou smoldering — presente em aproximadamente 5% dos
casos, com os individuos nio apresentando linfocitose e tendo maior
sobrevida. Vale ressaltar que qualquer uma dessas formas pode evoluir
para a condi¢do aguda, letal.

Os principais sintomas e sinais clinicos observados em um pacien-
te com ATL sao febre, dor abdominal, ictericia, perda de peso, linfade-
nopatia, hepatoesplenomegalia, hipercalcemia, infec¢bes oportunistas
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e lesdes de pele (nédulos, placas ou lesdes generalizadas). Uma impor-
tante caracteristica laboratorial é o encontro de linfécitos atipicos, de-
nominados de células em flor (flowers cells). Os mecanismos patogénicos
da ATL ainda nao sao bem esclarecidos — entretanto, estudos indicam
que a proteina viral Tax, em decorréncia de sua capacidade transativa-
dora, desempenha papel importante na patogénese da doenga, levando
a um descontrole da proliferagio celular no qual se observa expansao
oligo ou monoclonal de células T CD4+ infectadas pelo HTLV-1, com
fenétipo de células maduras e ativadas (CD4+CD25+).

HAM/TSP

Caracteristicas clinicas

A HAM/TSP é uma doenca inflamatoria cronica de inicio lento e in-
sidioso, caracterizada por incapacidade neuroldgica. Ela acomete princi-
palmente adultos acima de 40 anos, sendo mais frequente em mulheres
do que em homens. A doenga é caracterizada por rigidez e incapacidade
dos membros (superiores e inferiores), que progride posteriormente
para uma espasticidade muscular anormal. No processo de evolugao da
doenca, sdo descritas constipa¢ao intestinal e diminui¢ao da libido e da
poténcia sexual. (Aradjo & Silva, 2006)

Aspectos patogeénicos

A HAM/TSP tem como caracteristica marcante o comprometimen-
to da medula tordcica inferior, na qual se observa um intenso processo
inflamatério, com predominancia de linfécitos T CD4+ e CD8+, e um
movimento de desmieliniza¢do. Sua patogénese estd relacionada a in-
vasao das células infectadas no sistema nervoso central (SNC) e indu-
¢ao de resposta inflamatéria local e cronica. Apesar dos avangos, nem
todos os mecanismos responsaveis pela patogénese da HAM/TSP sao
conhecidos. Varias hipéteses foram propostas para explicar o papel do
HTLV-1 no desenvolvimento da doenca: a mais aceita é a do dano cir-
cundante ou bystanter, que propde que os linfécitos T CD4+ infectados
e os linfocitos T CD8+ especificos para a Tax atravessariam a barreira
hematoencefdlica e produziriam grande quantidade de citocinas pré-in-
flamatorias, levando a um processo de intensa inflamacao e destruigao
tecidual. (Nagai & Osame, 2003; Osame, 2002)
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Durante esse processo, ocorre liberagio de citocinas pré-inflamaté-
rias, como a TNF-a, a IFN-y e a IL-1, capazes de induzir, em diferentes
tipos celulares e, principalmente, nas células endoteliai, a expressao de
moléculas de adesdo, como VCAM-1 e ICAM-1. Elas sdo responsaveis
por facilitar o contato das células sanguineas e, assim, permitir a entra-
da de linfécitos ativados para o SNC. (Rieckmann, Altenhofen, Riegel,
Baudewig, & Felgenhauer, 1997) Outras moléculas reconhecidas pelo
envolvimento no recrutamento de células da resposta imune para os
sitios inflamatdrios s3o as quimiocinas. Estudos demonstram que es-
sas moléculas sao também responsaveis pela ativagao da expressao de
moléculas de adesao. Diversos trabalhos evidenciam o envolvimento
das quimiocinas do tipo Th1 na patogénese de doengas inflamatdrias e
neurolégicas. Na infec¢ao pelo HTLV-1, observa-se aumento nas con-
centragdes das quimiocinas pré-inflamatérias (CXCL-9 e CXCL-10) no
soro de pacientes com HAM/TSP quando comparados com portado-
res do HTLV-1 e controles. (Guerreiro et al., 2006) Ando et al. (2013)
demonstraram que astrdcitos presentes na medula de pacientes com
HAM/TSP sao responsaveis pela grande produg¢ao de CXCL10 no liquor
e no soro. Adicionalmente, descreveram que células T CD4+ e IFN-y+
sdo responsaveis pelo aumento da concentragdo dessa quimiocina no
liquor e no soro dos pacientes.

Determinantes de risco

Estudos indicam que tanto fatores virais quanto genéticos do hos-
pedeiro influenciam na apresentacao clinica da infec¢ao e estao asso-
ciados ao risco para HAM. Entre os fatores virais, foi documentado que
alteracbes na estrutura do HTLV-1 (substitui¢des de nucleotideos no
gene tax) estariam associadas ao risco para HAM. (Furukawa et al.,
2000) Outro importante fator de risco € a carga proviral do HTLV-1, ou
seja, a percentagem de células mononucleares do sangue periférico que
carregam o provirus do HTLV-1. Vdrios estudos apontam a associagao
entre a alta carga proviral e o desenvolvimento de HAM/TSP; a carga
proviral, tanto no sangue periférico quanto no liquor, de pacientes com
HAM/TSP é significantemente mais elevada do que a dos portadores,
constituindo, assim, importante pré-requisito para o desenvolvimento
da HAM/TSP. (Grassi et al., 2011; Nagai et al., 1998; Olindo et al.,
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2005) O aumento da carga proviral é também observado em outras do-
encas associadas ao HTLV-1 como a dermatite infectiva. (Nascimento,
2009)

Estudos adicionais demonstraram que individuos infectados pelo
HTLV-1 sem HAM/TSP, mas que apresentam alteragdes neuroldgicas
isoladas, disfungao erétil ou manifesta¢des urindrias, principalmente de
bexiga hiperativa, tém carga proviral mais elevada do que os portadores
assintomadticos. (Santos et al., 2012; Tanajura et al., 2015; Tannus et
al., 2013) Trabalhos recentes demonstram que a carga proviral e o risco
de HAM/TSP sao diretamente influenciados pela eficiéncia da resposta
imune celular contra o HTLV-1. Assim, uma resposta eficiente dos LTC
CD8+ especificos para Tax manteria a populagdo de células infectadas
em equilibrio, reduzindo a carga proviral, enquanto em uma resposta
celular pouco eficiente a carga viral continuaria alta e os LTC, cons-
tantemente estimulados, produziriam citocinas inflamatérias, como
IFN-y e TNF-q, que participariam do processo patogénico da HAM/TSP.
(Bangham, 2000) Como a resposta dos LTC apresenta varia¢ao indivi-
dual, sugeriu-se também que fatores genéticos do hospedeiro poderiam
estar implicados no controle da carga proviral e, portanto, influencia-
riam na susceptibilidade ou resisténcia a HAM/TSP. Os primeiros es-
tudos genéticos foram realizados numa populagao japonesa, na qual se
verificou que alelos especificos do HLA classe I (HLA-A*-02 e HLA-
Cw*-08) teriam papel protetor, pois estavam associados a redugio da
carga proviral nos portadores assintomdticos e a uma menor chance de
desenvolvimento de HAM/TSP. (Jeffery et al., 1999) Esses estudos nao
sdo conclusivos, e, para confirmar a participagao de fatores genéticos
do hospedeiro no desenvolvimento da HAM/TSP, outras investigagdes
genéticas devem ser realizadas.

Outras doengas associadas ao HTLV-1

O HTLV-1 também tem sido associado a condic¢des infecciosas,
como a dermatite infectiva em criancas, a estrongiloidiase disseminada,
a tuberculose e a sarna norueguesa. (Brites, Weyll, Pedroso, & Badaro,
2002; M.E Oliveira et al., 2005; Porto, Muniz, Oliveira Junior, &
Carvalho, 2002; Verdonck et al., 2007) Como a maioria desses estudos
foi realizada com uma casuista pequena, continuam sendo necessarios

15



trabalhos para comprovar a participagao do HTLV-1 na etiologia dessas
doengas.

De maneira geral, a infecdo pelo HTLV-1 tem sido descrita como
de baixa morbidade, algo devido principalmente ao argumento de que
mais de 90% dos individuos infectados nao desenvolvem a doenca, sen-
do considerados como portadores assintomaticos do virus. Um estudo
desenvolvido no Servigo de Imunologia (SIM) descreveu, entre indivi-
duos infectados pelo HTLV-1 sem diagnéstico de HAM/TSB, elevada fre-
quéncia de manifesta¢des neuroldgicas, artropatia, disturbios urinarios,
disfuncao erétil, gengivite, periodontite e sindrome seca quando estes
foram comparados com individuos sadios, ndo infectados. (Caskey et
al., 2007) Este artigo iniciou uma série de outros estudos (Castro et al.,
2007; P. Oliveira et al., 2010; Poetker et al., 2011; Santos et al., 2012;
Tanajura et al., 2015) que sugerem que a infec¢ao pelo HTLV-1 possui
espectro mais amplo do que o descrito na literatura (Figura 1).

5. Importancia da resposta imune celular no
controle da infec¢ao pelo HTLV-1

A eficiéncia da resposta imune celular do hospedeiro diante da ex-
pressao de Tax é reconhecida como importante fator para o desenvolvi-
mento da HAM/TSP. (Hanon et al., 2000) O envolvimento das células T
CD4+ infectadas pelo HTLV-1 foi descrito em estudos que mostravam
aumento da produgio de citocinas pré-inflamatérias, como a IFN-y, a
TNF-a, a GM-CSF e a IL-1, pelas células T CD4+ de pacientes com
HAM/TSP. (Nishiura et al., 1996) Carvalho et al. (2001), analisando
o perfil de citocinas produzidas no sobrenadante de culturas de célu-
las mononucleares do sangue periférico de individuos infectados pelo
HTLV-1, demonstrou que, quando comparadas com controles sadios,
as células de individuos infectados apresentavam produ¢ao espontanea
de citocinas tanto do tipo 1 (IFN-y e TNF-a) como do tipo 2 (IL-5 e IL-
10), secretadas principalmente por células T CD4+. Estudos adicionais
comparando a resposta imune de portadores assintomaticos com a de
pacientes com HAM/TSP demonstraram que, embora ambos os grupos
apresentem grande variabilidade na producao espontanea de IFN-y, os
ultimos mostram maior linfoproliferagao e concentracdes exageradas
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dessa citocina, e que uma proporcao significativa dos portadores assin-
tomadticos apresentam padrio de resposta imune similar ao observado
nos pacientes com mielopatia. (Santos et al., 2004) Os trabalhos des-
critos anteriormente confirmam o padrio de resposta imune do tipo 1
e sugerem a participa¢ao das citocinas pré-inflamatérias na patogénese
da HAM/TSP. (Furukawa et al., 2003)

Uma resposta imune celular é dependente tanto das células T
CD4+ como da atividade citotéxica dos LTC CD8+. Os LTC cronica-
mente ativados desempenham papel fundamental no reconhecimento e
lise das células infectadas pelo HTLV-1. Assim, uma resposta eficiente
dos LTC suprimiria a frequéncia de células expressando Tax e, conse-
quentemente, reduziria a carga proviral do HTLV-1 de modo que essas
células exerceriam papel protetor e diminuiriam o risco da HAM/TSP
(Bangham & Osame, 2005); por outro lado, uma resposta imune in-
tensa e exacerbada dessas células poderia contribuir para o dano teci-
dual observado no SNC dos pacientes com a doenga. (Jacobson, 2002)
Embora ainda nio totalmente esclarecido, o encontro de elevada frequ-
éncia de LTC especificos para o HTLV-1 no liquor e sangue periférico
dos pacientes com HAM/TSP e a correlagao direta entre frequéncia de
LTC e produgio de citocinas inflamatdrias, como a IFN-y, a TNF-q, a
IL-15 e a IL-2, refor¢am o papel dessa populagdo de linfécitos na pato-
génese da HAM/TSP. (Azimi, Mariner, Jacobson, & Waldmann, 2000)

Mecanismos regulatérios da resposta imune
contra o HTLV-1

A intensa produgio de citocinas pré-inflamatoérias estd relacionada
a reacao inflamatdria persistente observada na HAM/TSP. Dessa for-
ma, o controle da resposta exagerada das células T contra o HTLV-1 é
um mecanismo muito desejado, e pode ser resultado da atividade de
células com ac¢ao regulatéria. Um estudo avaliando subpopulagdes de
células T com fenétipo regulatério (CD4+CD25+foxp3+) demons-
trou que a ativagao persistente da resposta imune, induzida por Tax,
diminuia a expressdo de células com fun¢ao supressora e aumentava
a populagao de células T CD4+ capazes de exacerbar o processo pato-
génico da HAM/TSP. (Yamano et al., 2009) Esses achados corroboram
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outro estudo, que demonstrou a dificuldade de modulagao da resposta
imune dos pacientes com HAM/TSP quando comparados com porta-
dores assintomaticos. A adicao de citocinas e anticitocinas a cultura de
células mononucleares do sangue periférico de individuos infectados
pelo HTLV-1, na tentativa de redu¢ao da intensa produgdo espontinea
de IFN-y, mostrou que o L-10 e a adi¢do simultdnea de anti-IL-2 e anti-
-IL-15 eram capazes de reduzir a produgdo de IFN-y somente nas cul-
turas dos individuos assintomaticos (Santos et al., 2006), sugerindo
auséncia de modula¢ao da resposta imune na HAM/TSP. A Figura 2
esquematiza os possiveis mecanismos envolvidos na patogénese e na
regulacio da resposta imune na HAM/TSP.

Descricao da histdria natural da infec¢ao pelo
HTLV-1

A descrigio da histoéria natural da infec¢do pelo HTLV-1 na Bahia
tem sido estudada numa coorte de individuos infectados pelo vi-
rus e acompanhados no Ambulatério Multidisciplinar de HTLV-1 do
Complexo Hospitalar Universitario Prof. Edgard Santos (Com-Hupes)
da Universidade Federal da Bahia (UFBA). Desde 2004, mais de 500
individuos infectados pelo HTLV-1 (com e sem HAM/TSP) siao acom-
panhados nesse ambulatério, encaminhados de bancos de sangue ou
clinicas especificas. Eles realizam avaliagio clinica geral e exames es-
pecificos com os profissionais que compdem a equipe multidisciplinar
(clinicos, infectologista, neurologistas, urologista, psicélogos, derma-
tologistas, dentistas, fisioterapeuta etc.) no momento de ingresso na
coorte, a cada 12 meses ou quando houver desenvolvimento de um des-
fecho clinico. Nesses periodos sao coletados, além dos dados clinicos e
epidemiolédgicos, amostras de sangue para determinagao da carga pro-
viral e avaliagdo imunolégica. Neste estudo de coorte, a piora dos sinto-
mas neuroldgicos e o desenvolvimento de bexiga hiperativa ou HAM/
TSP sdo considerados os principais desfechos clinicos.
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Avancos no estudo da infec¢cao pelo HTLV-1:
mitos e verdades

A colaboragiao com a equipe do Servico de Imunologia do Com-
Hupes/UFBA possibilitou a obten¢ao de informagdes sobre os aspectos
clinicos e epidemiolégicos da infec¢ao pelo HTLV-1 de individuos acom-
panhados no ambulatério multidisciplinar de HTLV-1 do Ambulatério
Magalhaes Neto. Com a disponibilidade dessas informacoes, foi pos-
sivel realizar coletas de amostras para os alunos do Programa de Pés-
Graduagao em Imunologia (PPGIm) desenvolverem suas pesquisas.
Apesar de os dados da literatura descreverem que mais de 90% dos
individuos infectados pelo HTLV-1 (portadores) nao desenvolvem a
doenga, a maioria dos estudos realizados pelos alunos do PPGIm, sob
coordenacio de seus orientadores, sugere que uma frequéncia elevada
desses portadores apresenta altera¢des clinicas e imunoldgicas superio-
res ao que estd descrito na literatura. Adicionalmente, os estudos imu-
noldgicos desenvolvidos nesse periodo apontam para a importancia da
exacerbagdo da resposta imune, com producao exagerada de citocinas
e quimiocinas, além de alta carga proviral, como fator de risco para o
desenvolvimento da principal doenca ligada ao virus, a mielopatia as-
sociada ao HTLV-1/paraparesia espastica tropical (HAM/TSP). Embora
as contribui¢des para o melhor entendimento dos aspectos patogénicos
das doengas relacionadas ao HTLV-1 estudadas até o momento sejam
relevantes, muitos questionamentos ainda persistem. O ambulatdrio de
HTLV-1 do Com-Hupes acompanha a coorte de individuos infectados
pelo virus, na busca pela descri¢ao da histéria natural da infecgio, além
de prestar uma importante assisténcia aos pacientes, e da suporte as
pesquisas desenvolvidas pelos alunos do PPGIm. Adiante estao listadas
as principais informagdes adquiridas de estudos clinicos e imunolégi-
cos obtidos até o momento. A ideia é que mitos relacionados a infecgiao
pelo HTLV-1 sejam desfeitos e informagdes atuais, obtidas em nossa
casuistica, sejam apresentadas.

Mitos

1. 95% dos individuos infectados pelo HTLV-1 sao considerados
portadores assintomaticos do virus, nao desenvolvendo doenga;
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2.

a infeccao pelo HTLV-1 estd associada a doengas autoimunes,
como artrite reumatoide, lapus eritematoso sistémico, sindro-
me de Sjogren, polimiosites etc.

Verdades

1.

10..

Somente 5% dos individuos infectados pelo HTLV-1 desenvol-
vem HAM/TSP, ATL ou dermatite infectiva;

nio procede a informacao de que 95% dos individuos infecta-
dos s3o assintomaticos;

em torno de 30% dos portadores do HTLV-1, considerados
assintomaticos, descrevem queixas de fraqueza dos membros
(inferiores e superiores), dorméncia, artralgia, nocturia, dis-
funcao erétil, gengivite, periodontite cronica e sindrome da
boca seca (sicca sindrome);

sintomas urindrios, principalmente de bexiga hiperativa, tém
sido frequentemente observados nos individuos infectados
pelo HTLV-1 que n3o preenchem os critérios para HAM/TSP;
ha relatos de manifestagdes neuroldgicas (maior frequéncia de
sinais e sintomas de dorméncia das pernas, urgéncia, inconti-
néncia, hiperreflexia, fraqueza das pernas e sinal de Babinski)
entre individuos infectados pelo HTLV-1 sem HAM/TSP;

na Bahia, nao tem sido observada associacao do HTLV-1 com
doengas autoimunes;

estudos clinicos e imunolégicos tém confirmado a associagiao
das manifestacdes neuroldgicas e dos sintomas urinarios com a
infec¢do pelo HTLV-1;

elevacao da carga proviral e alta producio de citocinas pré-in-
flamatdrias sao marcadores de HAM/TSP, dermatite infectiva e
bexiga hiperativa;

doengas relacionadas ao HTLV-1 ocorrem numa frequéncia
muito alta (aproximadamente 60%) entre individuos infecta-
dos, de modo que os portadores assintomaticos do HTLV-1 re-
presentam uma minoria entre eles;
o controle da infec¢do pelo HTLV-1 tem sido negligenciado
devido principalmente ao conceito errdéneo de que é uma infec-
¢do de baixa morbidade.
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Estratégias terapéuticas

Apesar dos avanc¢os no estudo da resposta imune associada ao
HTLV-1, estes nao foram adequadamente aplicados na busca de alter-
nativas terapéuticas capazes de controlar a infec¢do. Até o momento
nao existe uma terapéutica especifica e eficaz, com capacidade de des-
truir o virus e conter a infecgdao pelo virus. Vdrios estudos foram re-
alizados, utilizando glicocorticoides (prednisona, hidrocortisona etc.),
interferon-a (similar ao usado na hepatite C), alguns inibidores de
transcriptase reversa — como zidovudine e lamivudine -, inibidores de
TNF-a (pentoxifilina, rolipran, talidominda etc.) e até anticorpos mo-
noclonais — como a anti-IL-2 e anti-IL-2R (anti-Tac). Como a resposta
imune é critica na patogénese da HAM/TSP, as estratégias terapéuticas
nas quais se busca a supressao da atividade, inibi¢ao da migracao das
células infectadas para a medula espinhal e redu¢ao do processo infla-
matério cronico parecem constituir a melhor alternativa. E importante
salientar que muitos dos ensaios terapéuticos realizados (randomizado,
duplo cego e placebo controlado) nao foram controlados, e foram fei-
tos com nimero pouco expressivo de casos. Nenhuma droga utilizada
esta oficialmente aprovada pela Food and Drug Administration (FDA),
6rgao responsavel pelo controle de medicamentos — de forma que, até
este momento, ndo se tem consenso sobre o melhor esquema terapéu-
tico a ser utilizado. (Nakamura, 2009)

A conduta terapéutica atual baseia-se em minimizar os sintomas
relacionados as doencas associadas, principalmente a HAM/TSP, de
modo que a reabilitacdo fisica, o controle da bexiga neurogénica com
profilaxia das infec¢Oes do trato urindrio, o controle da disfunc¢ao erétil,
o uso de drogas anti-espdsticas, a prevencdo da obstipacao e o trata-
mento da dor neuropdtica tém sido as alternativas utilizadas no manejo
dos pacientes com mielopatia.

Impacto social e medidas de controle e prevencao
do HTLV-1

No Brasil, o diagnéstico da infecgao pelo HTLV-1 ¢ feito comumen-
te nos servicos de transfusao de sangue desde que a triagem sorolédgica
para HTLV-1 foi instituida como obrigatéria, em 1993. Alternativamente
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o diagnostico é realizado em setores especializados no atendimento de
pacientes com problemas neurolégicos ou leucemias. A abordagem a
ser utilizada para passar o resultado do exame ao paciente deve ser
cuidadosa, inicialmente por causa do grande desconhecimento com re-
lagdo ao virus, e depois por causa da forte associagio do HTLV com
o HIV, o que inevitavelmente pode estigmatizar o individuo. O ideal
€ que campanhas de esclarecimento, somadas ao aconselhamento do
doador com sorologia positiva, sejam realizadas para orientacao sobre
mecanismos de transmissao, progndstico, possibilidade de tratamento
e doencas associadas. A informagio sobre a baixa frequéncia de desen-
volvimento destas (4-5%) deve ser sempre reforcada, para que o resul-
tado positivo n3o leve a incerteza sobre o curso da infec¢ao e interfira
na qualidade de vida do paciente. Informagbes sobre o aparecimento
de doengas relacionadas (bexiga hiperativa e disfuncao erétil) e a ne-
cessidade de acompanhamento por uma equipe multidisciplinar deve
ser enfatizada. Para que ndo se crie expectativa quanto ao tratamento,
informagdes sobre a inexisténcia de tratamento especifico para o HTLV-
1 devem ser também repassadas.

O controle da infecgio pelo virus deve ser iniciado pela prevengao
da infec¢do, na qual as campanhas de esclarecimento a populagio e o
aconselhamento dos individuos infectados se constituam numa priori-
dade. Individualmente os individuos devem ser esclarecidos quanto a
necessidade do sexo seguro, com uso de preservativo e nao comparti-
lhamento de agulhas e seringas. Deve ser reforcada a impossibilidade
de doagao de sangue e amamentagio apds diagndstico da infec¢ao pelo
HTLV-1.

Centros de acompanhamento na Bahia

Em Salvador (Bahia), os individuos com sorologia positiva para o
virus detectados em banco de sangue sao encaminhados para o ambu-
latério multidisciplinar de HTLV do Ambulatério Magalhaes Neto do
Com-Hupes, da UFBA, ou sao direcionados para o Centro de HTLV
da Escola Baiana de Medicina e Saude Publica. Adicionalmente, esses
pacientes podem ser acompanhados nas clinicas neurolédgicas e derma-
toldgicas onde o diagndstico clinico e laboratorial foi realizado. Ao ser
encaminhado para um desses locais, o individuo deve estar ciente que
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devera ser inicialmente submetido a avaliagdes por diversos profissio-
nais (clinico, infectologista, hematologista, neurologista, urologista,
dermatologista, oftalmologista etc.) e retornar em um prazo estipulado,
mesmo nao apresentando manifestagdes evidentes.

Conclusoes

O PPGIm muito tem contribuido, nestes ultimos 25 anos, em sua
missdo de formar profissionais qualificados, capazes de colaborar para
o crescimento do ensino superior no pais. As parcerias e colabora¢des
estabelecidas, principalmente com o SIM do Com-Hupes, estimularam
o desenvolvimento das pesquisas cientificas e, assim, formaram técni-
ca e intelectualmente mestres e doutores com capacidade de atuar em
diversas areas, a exemplo dos avangos observados no estudo da respos-
ta imune na infec¢ao pelo HTLV-1. Estes avangos sao traduzidos nas
inimeras publica¢des de professores e alunos desse programa, citados
neste capitulo.
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Figura 1 — Espectro atual das manifestagGes clinicas associadas ao HTLV-1
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Figura 2 — Mecanismos envolvidos na patogénese e regula¢io da resposta imune na HAM/TSP
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Hepatite C crdnica e autoimunidade:
autoanticorpos nao 6rgao-
especificos e crioglobulinas

Ajax Mercés Atta, Maria Luiza Brito de Sousa Atta

Introducao

A infec¢io crénica pelo virus da hepatite C (VHC) constitui-se
como a principal causa das doengas do figado no mundo. A inexisténcia
de uma vacina e a evasdo do virus a resposta imune sio aspectos que
ainda desafiam a comunidade cientifica. Além de hepatopatias, o VHC
provoca manifestacdes extra-hepaticas nos pacientes cronicamente in-
fectados. Nesta revisao, apresentamos as principais caracteristicas des-
sa infeccao viral e os resultados dos estudos, realizados no Laboratério
de Pesquisa em Imunologia (Lapim) da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal da Bahia (UFBA), sobre autoimunidade em pa-
cientes portadores de hepatite C crdnica no estado.

Aspectos virolégicos

Identificado em 1989 (Choo et al., 1989), o VHC é um virus de
acido ribonucleico (RNA) de fita simples, com 9,6 kb de comprimen-
to e polaridade positiva, pertencente a familia Flaviviridae do géne-
ro Hepacivirus. E transmitido predominantemente por via parenteral,
sendo o homem seu unico hospedeiro natural; o VHC possui seis ge-
notipos e mais de uma centena de subtipos. Sua estrutura proteica é
representada por uma poliproteina de aproximadamente 3000 aminoa-
cidos que, apds processamento por proteases virais e celulares, origina
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10 proteinas, sendo trés destas estruturais (core, E1, E2) e cinco ndo
estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B), além de um pep-
tideo pequeno (P7). (Chevaliez & Pawlotsky, 2012)

O VHC ¢é um virus hepatotrépico cuja infecgao necessita da inte-
racao de sua proteina estrutural E2 do envelope com a molécula CD81,
uma tetraspanina da membrana dos hepatécitos. Em adi¢ao a CD81,
o scavenger receptor class B type (I SR-B1), também chamado de CLA-1,
interagiria com a proteina E2, facilitando a entrada do virus no hepa-
técito. Mais recentemente, duas outras proteinas de jungdo tém sido
implicadas nesse processo de infec¢do viral: a claudina-I e a ocludina,
sendo a altima também capaz de interagir com proteinas do envelope
viral. Além dessas moléculas, tem sido documentada a interagdo do
VHC com a particula lipidica de baixa densidade (LDL), a qual facili-
taria a entrada desse virus ao se ligar ao receptor de LDL (LDL-R) e a
SR-B1. (Dubuisson & Cosset, 2014; Popescu & Dubuisson, 2009)

Epidemiologia

A infeccdo cronica pelo VHC acomete entre 130 e 170 milhdes de
pessoas no mundo. No Brasil, pais onde a infec¢ao tem sido estimada de
baixa prevaléncia, abaixo de 2%, a hepatite C é causada principalmente
pelo virus do genétipo G1 (Gla e G1b), seguindo-se as contaminagdes
causadas pelos gendtipos 3 e, menos frequentemente, pelo VHC gendti-
po 2. (Hajarizadeh, Grebely, & Dore, 2013) De acordo com o Ministério
da Satide do Brasil (2011), 10.321 casos confirmados de hepatite C ti-
nham sido notificados em 2010, sendo verificada esta distribui¢ao regio-
nal: 2,2% no Norte, 3,5% no Centro-Oeste, 6,2% no Nordeste, 24,8%
no Sul e 63,2% no Sudeste. Dados do Inquérito Nacional de Hepatites
Virais demonstraram que a soroprevaléncia do anticorpo anti-VHC esta
em torno de 1,23% (Martins, Narciso-Schiavon, & Schiavon, 2011).

Histoéria natural da infec¢ao

Na histoéria natural da hepatite C, existem duas etapas clinicas
distintas, representadas pela fase aguda — geralmente subclinica ou
assintomatica, na qual a minoria dos individuos infectados se cura
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espontaneamente — e a fase crénica — que corresponde a uma infecgao
persistente do VHC por mais de seis meses, demonstrada pela presenca
do RNA do virus no sangue, e que acomete cerca de 54-86% dos indivi-
duos infectados. De extrema importancia epidemioldgica e clinica, a in-
feccdo cronica pelo VHC pode evoluir em cerca de 15-56% dos pacientes
nao tratados com cirrose e carcinoma hepatocelular, este altimo com
incidéncia anual estimada de 1-5%. (Maasoumy & Wedemeyer, 2012)
Tal evolugiao torna-se altamente relevante diante da inexisténcia de uma
vacina contra o virus e possibilidade de ineficiéncia do tratamento anti-
viral em alguns pacientes. Embora nao existam diferencas clinicas nas
infecgbes causadas pelos diferentes gendtipos de VHC, existem varia-
¢Oes quanto a distribui¢do mundial, formas de transmissao, progressao
da doenca e resisténcia a terapia antiviral, sendo o genétipo 1 desse
virus mais resistente ao tratamento com interferon-o/ribavirina.

Resposta imune

A infecgdo pelo VHC repercute no sistema imune inato e adapta-
tivo. A fase aguda da infecgdo, geralmente assintomadtica em cerca de
70% dos pacientes é caracterizada incialmente pela presenga de vire-
mia, demonstrada pela presenca do RNA viral de sete a 21 dias apos a
infeccdo, variando de acordo com a carga viral infectante e o aumento
nos niveis de alanina aminotransferase (ALT). De 32 a 46 dias apds a
viremia, ocorre a soroconversao com producio de anticorpos IgM e IgG,
principalmente dirigidos para as proteinas estruturais do core e do en-
velope viral (E1 e E2). A persisténcia viral, demonstrada pela presenga
no sangue do RNA-VHC apés seis meses de infec¢do, caracteriza a in-
feccdo crénica e tem sido associada com polimorfismos no gene IL28B,
que codifica o interferon-A3. Assim, pacientes que possuem genotipos
nio favoraveis de IL28B (rs12979860 CT ou alelos TT) seriam aqueles
que evoluiriam para a infec¢do cronica, enquanto os que apresentam
gendtipos favoraveis (alelos CC) curariam espontaneamente a infecgao
pelo VHC. (Thomas et al., 2009)

Na infec¢io cronica pelo VHC, a persisténcia desse virus estaria re-
lacionada a varios fatores, dentre os quais sua constante mutagao, apre-
sentacdo antigénica inadequada por células com essa fun¢ao, producao
de anticorpos nao neutralizantes pelo hospedeiro, resposta imune
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fraca ou ausente de células TCD4", incapacidade de células TCD8* se
proliferarem e secretarem citocinas antivirais — como IFN-y —, citoto-
xicidade e producao diminuida de IFN-y por células NK e atividade su-
pressora de células T regulatdrias. (Fierro et al. 2014; Thimme, Binder,
Bartenschlager, 2012)

Em estudo recente, verificamos que pacientes cronicamente infec-
tados pelo VHC apresentavam diminuida proporc¢do de células TCD8*
e células NK, esta tltima normalizando apds 12 semanas de tratamento
antiviral com IFN-o/ribavirina em pacientes com resposta viroldgica
precoce. Em contraste, uma aumentada propor¢ao de células BCD19+
e inalterada propor¢ao de células T regulatérias CD4+CD25+ foram ob-
servadas nos pacientes sem tratamento antiviral. (Oliveira, 2015)

O tipo de resposta imune predominante na infec¢do crénica pelo
VHC tem atraido o interesse de pesquisadores desde a caracterizacao
da hepatite C como entidade clinica distinta entre as hepatites virais.
Contudo, ainda existem controvérsias sobre o padrao imunoldgico pre-
sente na hepatite C cronica. (Bergamini et al., 2001; Fan et al., 1998)

A participagdo da resposta imune de linfécitos Th17 na hepatite
C croénica sé tem sido estudada mais recentemente. Nesse segmento,
investigamos esse tipo de resposta em pacientes portadores de infecgao
cronica pelo VHC, determinando os niveis séricos das citocinas envol-
vidas em sua indu¢do (TGF-f e IL-6), bem como daquelas produzidas
por células Th17 (IL-17A, IL-17F e IL-22) e daquelas cuja produgio é
estimulada por esses linfécitos (IL-8 e GM-CSF). As relagbes entre os
niveis desses mediadores imunoldgicos e os aspectos clinicos e virologi-
cos apresentados pelos pacientes investigados foram também conside-
rados. Ao final do estudo foi demonstrado que os pacientes infectados
pelo VHC nio apresentavam alteragdes nos niveis séricos de IL-17A.
Contudo, diferencas foram observadas nos seus niveis de IL-17F e
IL-8 quando comparados aos controles sadios, sendo as quantidades
de IL-17F maiores nos pacientes com elevacao dos niveis de ALT. As
quantidades de IL-8 foram maiores nos pacientes com carga viral baixa,
enquanto os niveis de IL-6 foram mais altos naqueles que apresentam
atividade necroinflamatéria moderada no figado. Uma relagio entre IL-
17F e IL-22 foi observada nos dois grupos investigados, sendo menor
nos pacientes infectados com o VHC. Assim, nossos achados sugeriram
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associagdo de IL-17F e IL-8 com o dano hepatico e o controle da infec-
¢ao. (Sousa et al., 2012)

Diagndstico laboratorial

O diagnoéstico laboratorial da infec¢ao crénica pelo VHC é reali-
zado inicialmente pela demonstragido de anticorpos IgG contra prote-
inas estruturais e nao estruturais virais, usando-se geralmente testes
de ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (ELISA), seguido pelo teste
confirmatério de transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR), qualitativo para deteccao do RNA do VHC. Com
vistas ao tratamento, seja pelo uso de IFN-a peguilado associado a riba-
virina ou pelo emprego de inibidores de proteases, torna-se necessaria
a identificagao do genétipo do VHC infectante e a determinagio da sua
carga viral. (Ghany, Strader, Thomas, Seeff, & American Association
for the Study of Liver Diseases [AASLD], 2009; Irshad, Mankotia, &
Irshad, 2013)

Manifestac¢oes clinicas

A infec¢do cronica pelo VHC provoca hepatopatias e manifesta-
¢oes clinicas extra-hepdticas. Entre as primeiras, observadas em mate-
rial de bidpsia hepatica, estao a presenca de atividade necroinflamatéria
e fibrose no figado. Esta ultima, quando avangada, apresenta-se difusa,
com formagao de nédulos e frequentemente acompanhada de necrose,
sendo classificada como cirrose, a qual tem sido associada com o hepa-
tocarcinoma e tumores das vias biliares. A classificacao das alteracoes
histolégicas na hepatite C segue as recomendagdes do protocolo Metavir
(Bedossa & Poynard, 1996). Embora o padrao ouro para o diagnéstico
das alteragdes hepaticas seja o exame histoldgico de material obtido de
bidpsia hepatica, métodos nao invasivos tém sido usados em situagoes
de risco do paciente a pun¢ao do figado. Entre estes, o exame de elas-
tografia transitéria hepatica usando o aparelho FibroScan tem sido uma
alternativa importante, com a qual a fibrose do figado pode ser avaliada
de forma satisfatéria. Adicionalmente, tém sido propostos métodos la-
boratoriais nio invasivos de investiga¢ao da fibrose hepatica, baseados
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numa combinagdo de resultados de testes laboratoriais hematolégicos
e bioquimicos de rotina, com ampla possibilidade de implantacao em
servicos de hepatologia com menor capacidade instalada. Entre estes,
destacam-se o sistema FibroTest, o indice AST to Platelet Ratio (Apri) e
o Fibrosis-4 (FIB-4). (World Health Organization [WHO], 2014)

Autoimunidade e hepatite C

A hepatite C cronica pode estar ligada a importantes manifesta¢des
extra-hepdticas, principalmente aquelas associadas com a presenca de
autoimunidade nos pacientes, caracterizadas pela produgao de autoan-
ticorpos nao 6rgao-especificos — non-organ-specific autoantibodies (NOSA)
— e crioglobulinas, complexos imunes que se precipitam abaixo de 37
°C, sendo formados por anticorpos IgG anti-VHC, IgM anti-IgG (fator
reumatoide), pelo antigeno do core do VHC e pelo componente Clq
do complemento. Tais manifestagdes, que tém sido descritas desde a
década de 1990 em varios paises (Abuaf et al., 1993; Ferri et al., 1994),
vem sendo objeto de pesquisas no Lapim da Faculdade de Farmadcia da
UFBA, com a colaboragdo do Servi¢o de Gastro-Hepatologia do Hospital
Universitario Prof. Edgard Santos (HUPES), na ultima década, contri-
buindo para seu melhor conhecimento em pacientes brasileiros.

Por intermédio de estudos financiados pelo Ministério da Saudde,
pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPq) e pela Fundagio de Apoio a Pesquisa do Estado da Bahia
(Fapesb), tem sido demonstrado que a maioria dos pacientes portado-
res de hepatite C cronica sem tratamento atendidos em dois centros de
referéncia do estado da Bahia e incluidos em nossas pesquisas possuem
algum biomarcador laboratorial autoimune, como crioglobulinemia, e/
ou autoanticorpos de diferentes especificidades. Embora uma impor-
tante prevaléncia de crioglobulinemia possa ser encontrada nos pacien-
tes investigados (65%), a presenca de glomerulonefrite, ou vasculite
neles tem sido raramente relatada, diferindo dos achados de outros gru-
pos fora do Brasil.

NOSA provavelmente resultantes da reatividade cruzada de anti-
corpos dirigidos para epitopos virais com estruturas semelhantes pre-
sentes em autoantigenos (mimetismo molecular) sio frequentemente
achados em pacientes cronicamente infectados pelo VHC. Em pacientes
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residentes na Bahia, os NOSA mais frequentemente encontrados foram
os anticorpos IgM anti-IgG (fator reumatoide), antimusculo liso e anti-
nucleares. (Sousa-Atta, Margarida, Pereira, Parana, & Atta, 2006) Um
estudo posterior permitiu a observacao de que anticorpos IgA anti-f32
glicoproteina I podiam ser encontrados em significante prevaléncia nos
portadores de hepatite C, sem associa¢ao com a sindrome de anticorpos
antifosfolipides (SAF). (Atta et al., 2008) Aparentemente, tanto fatores
ambientais como a descendéncia africana desses individuos poderiam
influenciar a presenca desses anticorpos. (Cucurull et al. 1999)

A investigacao do perfil de citocinas de pacientes portadores de
hepatite C cronica com manifestagdes de autoimunidade demonstrou
que esses individuos possuiam niveis de IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y
e B-cell activating factor (Baff) semelhantes aos dos controles sadios.
Entretanto, pacientes com crioglobulinemia possuiam niveis aumen-
tados de IL-2, IL-5 e Baff em relacao aqueles sem. Portadores do VHC
soropositivos para fator reumatoide tinham niveis séricos mais baixos
de IFN-y em comparag¢ao com aqueles sem esses autoanticorpos. Por
outro lado, niveis séricos mais altos de IL-2, IL-5 e Baff foram detec-
tados em pacientes positivos para anticorpos IgA anti-2 glicoproteina
I, enquanto aqueles com positividade para autoanticorpos antinuclea-
res apresentaram niveis mais elevados de IL-2. As citocinas IL-4 e IL-
10 nao foram associadas a qualquer manifestagio de autoimunidade.
Concluiu-se, neste estudo, que a autoimunidade na hepatite C cronica
pode ser principalmente representada por elevacdes nos niveis séricos
de IL-2, IL-5 e Baff. (Atta, Oliveira, Sousa, Parand, & Atta, 2010)

Prolactina e ferritina sao moléculas bioativas que tém sido associa-
das com a produgao de anticorpos e doengas autoimunes. A prolactina,
além da sua importancia como horménio envolvido na lacta¢do, pode
ser considerada um importante mediador imunolégico, sendo inclusive
produzida por linfécitos, devido a sua capacidade de induzir a produc¢ao
de citocinas como IL-1 e IFN-y e a expressao do receptor de IL-2, de re-
gular negativamente a sele¢ao de linfécitos B autorreativos e de estimu-
lar a produgao de autoanticorpos. (Orbach & Shoenfeld, 2007) Por sua
vez, a ferritina, além de estar envolvida na estocagem do ferro no orga-
nismo, participa da inflama¢ao aguda e poderia regular negativamente
a resposta imune de linfécitos T e B. (Zandman-Goddard & Shoenfeld,
2007) Embora essa proteina tenha sido proposta como biomarcador da
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atividade do lupus eritematoso sistémico, outros estudos tém atribuido
a ela a atividade supressora sobre a hipersensibilidade tipo IV e a pro-
dugao de autoanticorpos, bem como a a¢ao inibitéria sobre a capacidade
fagocitica de granuldcitos e a producio de IL-10 por células T regulaté-
rias CD4+CD25*. (Gray, Arosio, & Hersey, 2002)

Em uma pesquisa conduzida por nosso grupo, verificamos que a
hiperprolactinemia poderia ser encontrada em cerca de 10% dos por-
tadores de hepatite C cronica; ja a prevaléncia de hiperferritinemia foi
mais significativa, ocorrendo em 38% dos individuos com essa infecgao
viral. Embora a hiperprolactinemia tenha sido associada com a infec¢ao
com VHC G3 e os niveis de ferritina correlacionados com os niveis de
ALT, nem a hiperprolactinemia e nem a hiperferritinemia foram ligadas
a crioglobulinemia ou presenga de NOSA. Assim, as manifesta¢des de
autoimunidade observadas na hepatite C ndo tém envolvimento de pro-
lactina ou ferritina. (Sousa et al., 2011)

Aspectos moleculares da inflamacao

A infecgao cronica pelo VHC leva a produgio de citocinas proin-
flamatorias, como a IL-1pB, a IL-6 e a TNF-a. Tais mediadores imu-
nolégicos induzem a formac¢do de proteinas inflamatérias, também
conhecidas como proteinas de fase aguda. Contudo, as trocas nos niveis
séricos de varios desses biomarcadores inflamatérios em pacientes com
hepatite C com alterag¢des histopatolégicas no figado ou crioglobuline-
mia, ou infectados com diferentes genétipos do VHC, ainda merecem
maior aten¢do. Uma investigacao realizada no Lapim sobre os niveis
séricos de algumas dessas proteinas demonstrou a presenca de baixos
niveis de al-glicoproteina acida (AGP), complemento C3 e haptoglo-
bina (Hp) nos pacientes cronicamente infectados pelo VHC, enquanto
seus niveis de proteina C-reativa (PCR) e complemento C4 estavam
inalterados. Em contraste, um aumento nos niveis de ferritina e ol-
antitripsina podia ser demonstrado nesses individuos. Os niveis séricos
de ALT se correlacionaram inversamente com as quantidades de Hp e
AGB enquanto os niveis de ferritina mostraram correla¢ao positiva com
os niveis de ALT. Os pacientes que tinham atividade necroinflamatéria
do figado apresentaram niveis séricos mais baixos de PCR, C3 e C4 e
quantidades mais baixas de AGP foram demonstradas nos individuos
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com fibrose avangada. Entretanto, as alteragdes nos niveis das proteinas
de fase aguda estudadas nao tiveram relagdo com a presenca de crioglo-
bulinemia, assim como nao foram detectadas diferencas nas andlises
multivariadas desses biomarcadores inflamatérios nas infec¢des causa-
das pelos genétipos G1 ou G3 do VHC infectante. (Atta, Cabral, Santos,
Parana, & Atta, 2012)

Infeccao pelo VHC e linfoproliferacao

A crioglobulinemia mista e o linfoma nao-Hodgkin de células B
(B-NHL) sdo as principais manifestacdes extra-hepaticas da hepatite
C cronica associadas a linfoprolifera¢ao. Embora a primeira seja classi-
ficada como uma desordem linfoproliferativa benigna, existem relatos
de que pacientes portadores de crioglobulinemias podem evoluir para
B-NHL. Entretanto, tem sido demonstrado em vdrios estudos que, nos
pacientes tratados eficientemente com drogas antivirais, existe o desa-
parecimento dos biomarcadores associados, com a ativa¢ao clonal de
linfécitos e a regressao de alguns tipos de linfomas ligados a infecgio
cronica pelo VHC. (Zignego, Giannini, & Gragnani, 2012)

Recentemente, pesquisamos em pacientes com infec¢do cronica
pelo VHC, portadores de crioglobulinemia, a presen¢a no soro de ca-
deias leves livres de imunoglobulinas — free-light chain (FLC) — kappa e
lambda, bem como investigamos a existéncia de imunoglobulina mo-
noclonal na composi¢io das crioglobulinas produzidas por técnica de
imunofixa¢do. Como resultado dessa investigacao, verificamos que os
pacientes com crioglobulinemia apresentavam niveis mais altos de ca-
deias kappa e lambda livres em relacao aos pacientes sem crioglobulinas,
sem existir, entretanto, diferenca na relacao kappa/lambda desses indi-
viduos. Pacientes com fibrose hepdtica avangada tinham um aumento
nessa relagdo. Existiu associa¢ao forte entre os niveis de cadeias kappa e
lambda e os niveis séricos de IgA, IgG e IgM. Um padrao imunoquimico
predominante de crioglobulinemia mista (IgG, IgA, IgM e cadeia kappa)
foi verificado nas crioglobulinas desses individuos. Assim, foi conclui-
do que, nos pacientes crioglobulinémicos investigados, existia respos-
ta imune policlonal vigorosa de linfécitos B, resultante da persistente
estimulagdo imune presente nesses individuos. (Oliveira et al., 2014)

39



Referéncias

Abuaf, N., Lunel, E, Giral, P, Borotto, E., Laperche, S., Poupon, et al. (1993).
Non-organ specific autoantibodies associated with chronic C virus hepatitis.
Journal of Hepatology, 18(3), 359-364.

Atta, A. M., Estevam, P, Parani, R., Pereira, C. M., Leite, B. C., & Sousa-
Atta, M. L. (2008). Antiphospholipid antibodies in Brazilian hepatitis C virus
carriers. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, 41(6), 489-492.

Atta, A. M., Oliveira, I. S., Sousa, G. M., Paran4, R., & Atta, M. L.
(2010). Serum cytokine profile in hepatitis C virus carriers presenting
cryoglobulinaemia and non-organ-specific autoantibodies. Microbial
Pathogenesis, 48(2), 53-56.

Atta, M., Cabral, M., Santos, G., Parani, R., & Atta, A. (2012). Inflammation
biomarkers in chronic hepatitis C: association with liver histopathology, HCV
genotype and cryoglobulinemia. Inflammation Research, 61(10), 1101-1106.

Bedossa, P, & Poynard, T. (1996). An algorithm for the grading of activity in
chronic hepatitis C: the METAVIR Cooperative Study Group. Hepatology, 24,
289-293.

Bergamini, A., Bolacchi, E, Cerasari, G., Carvelli, C., Faggioli, E., Cepparulo,
M., et al. (2001). Lack of evidence for the Th2 predominance in patients with
chronic hepatitis C. Clinical and Experimental Immunology, 123, 451-458.

Brasil. (2011). Ministério da Satde. Protocolo clinico e diretrizes terapéuticas para
hepatite viral C e coinfecgbes. Brasilia, DE

Chevaliez, S., & Pawlotsky, J. M. (2012). Virology of hepatitis C virus
infection. Best Practice & Research Clinical Gastroenterology, 26(4), 381-389.

Choo, Q. L., Kuo, G., Weiner, A.]J., Overby, L. R., Bradley, D. W,, &
Houghton, M. (1989). Isolation of a cDNA clone derived from a blood-borne
non-A, non-B viral hepatitis genome. Science, 244, 359-362.

Cucurull, E., Gharavi, A. E., Diri, E., Mendez, E., Kapoor, D., & Espinoza,
L. R. (1999). IgA anticardiolipin and anti-beta2-glycoprotein I are the
most prevalent isotypes in African American patients with systemic lupus
erythematosus. The American Journal of the Medical Sciences, 318(1), 55-60.

Dubuisson, J., & Cosset, E L. (2014). Virology and cell biology of the
hepatitis C virus life cycle: an update. Journal of Hepatology, 61 (Suppl. 1),
S$3-S13.

Fan, X. G, Liu, W. E,, Li, C. Z., Wang, Z. C,, Luo, L. X, Tan, D. M., et al.
(1998). Circulating Th1 and Th2 cytokines in patients with hepatitis C virus
infection. Mediators of Inflammation, 7(4), 295-297.

40



Ferri, C., Longombardo, G., La Civita, L., Greco, E, Lombardini, E, Cecchetti,
R., et al. (1994). Hepatitis C virus chronic infection as a common cause of
mixed cryoglobulinaemia and autoimmune liver disease. Journal of Internal
Medicine, 236(1), 31-36.

Fierro, N. A., Gonzalez-Aldaco, K., Torres-Valadez, R., Martinez-Lopez, E.,
Roman, S., & Panduro, A. (2014). Immunologic, metabolic and genetic
factors in hepatitis C virus infection. World Journal of Gastroenterology, 20(13),
3443-3456.

Ghany, M. G., Strader, D. B., Thomas, D. L., Seeff, L. B., & American
Association for the Study of Liver Diseases (AASLD). (2009). Diagnosis,
management, and treatment of hepatitis C: an update. Hepatology, 49(4),
1335-1374.

Gray, C. P, Arosio, P, & Hersey, P. (2002). Heavy chain ferritin activates
regulatory T cells by induction of changes in dendritic cells. Blood, 99(9),
3326-3334.

Hajarizadeh, B., Grebely, J., & Dore, G. J. (2013). Epidemiology and natural
history of HCV infection. Nature Reviews: Gastroenterology & Hepatology, 10(9),
553-562.

Irshad, M., Mankotia, D. S., & Irshad, K. (2013). An insight into the
diagnosis and pathogenesis of hepatitis C virus infection. World Journal of
Gastroenterology, 19(44), 7896-7909.

Maasoumy, B., & Wedemeyer, H. (2012). Natural history of acute and chronic
hepatitis C. Best Practice & Research Clinical Gastroenterology, 26, 401-412.

Martins, T., Narciso-Schiavon, J. L., & Schiavon, L. L. (2011). Epidemiologia
da infeccdo pelo virus da hepatite C. Revista da Associagdo Médica Brasileira, 57,
107-112.

Oliveira, LS. (2015). Resposta imune celular de portadores de hepatite C antes e na
129 semana de tratamento com interferon-alfa e ribavirina (Tese de doutoramento
nao publicada). Universidade Federal da Bahia, Salvador.

Oliveira, I. S., Cabral, M. S, Jesus, L. S., Paran4, R., Atta, A. M., & Sousa-
Atta, M. L. (2014). Serum levels of immunoglobulin free light chains in
patients with chronic hepatitis C presenting cryoglobulinemia. The Brazilian
Journal of Infectious Diseases, 18(6), 638-642.

Orbach, H., & Shoenfeld, Y. (2007). Hyperprolactinemia and autoimmune
diseases. Autoimmunity Reviews, 6, 537-542.

Popescu, C. I., & Dubuisson, J. (2009). Role of lipid metabolism in hepatitis
C virus assembly and entry. Biology of the Cell, 102(1), 63-74.

41



Sousa, G. M., Oliveira, R. C., Pereira, M. M., Parani, R., Sousa-Atta, M. L., &
Atta, A. M. (2011). Autoimmunity in hepatitis C virus carriers: involvement
of ferritin and prolactin. Autoimmunity Reviews, 10(4), 210-213.

Sousa, G. M., Oliveira, I. S., Andrade, L. J., Sousa-Atta, M. L., Paran3, R,
& Atta, A. M. (2012) Serum levels of Th17 associated cytokines in chronic
hepatitis C virus infection. Cytokine, 60(1), 138-142.

Sousa-Atta, M. L. B., Margarida, P. E., Pereira, C. M., Parana, R., & Atta, A.
M. (2006). Autoimmune aspects of hepatitis C in Bahia (Brazil). Journal of
Clinical Rheumatology, 12(2, Suppl.), S6.

Thimme, R., Binder, M., & Bartenschlager, R. (2012). Failure of innate and
adaptive immune responses in controlling hepatitis C virus infection. FEMS
Microbiology Reviews, 36(3), 663-683.

Thomas, D. L., Thio, C. L., Martin, M. P, Qj, Y., Ge, D., O’Huigin, C., et al.
(2009). Genetic variation in IL28B and spontaneous clearance of hepatitis C
virus. Nature, 461(7265), 798-801.

World Health Organization (WHO). (2014). Guidelines for the screening, care and
treatment of persons with hepatitis C infection. Geneva.

Zandman-Goddard, G., & Shoenfeld, Y. (2007). Ferritin in autoimmune
diseases. Autoimmunity Reviews, 6(7), 457-463.

Zignego, A. L., Giannini, C., & Gragnani, L. (2012). HCV and
lymphoproliferation. Clinical and Developmental Immunology, 2012, 980942.

42



Infec¢ao pelo Schistosoma mansoni:
resposta imune associada a patogénese
e protecao do hospedeiro

Luciana Santos Cardoso, Jamille Souza Fernandes, Tarcisio Vila
Verde Santana de Almeida, Jordana Batista Santana, Diego Mota
Lopes, Ricardo Riccio Oliveira, Edgar M. Carvalho, Maria Ilma Araujo

Introducao

A esquistossomose é uma doenga cronica que afeta aproximada-
mente 200 milhdes de pessoas em todo mundo. Estima-se que 700 mi-
lhdes de pessoas vivem em areas de risco de infec¢ao por esse helminto.
(Tarotski & Davis, 1981; Steinmann, Keiser, Bos, Tanner, & Utzinger,
2006) No Brasil, estima-se que 25 milhdes de pessoas vivem sob risco
de infeccao. (Brasil, 2009) A patologia hepdtica na esquistossomose
resulta da resposta imune a antigenos parasitarios derivados do ovo do
S. mansoni, que sdo depositados nos espacgos periportais, levando a qua-
dros variaveis de fibrose. (Bica, Hamer, & Stadecker, 2000; Chiaramonte
et al., 2003; Warren, 1968) O granuloma formado ao redor do ovo age
como uma barreira que previne a dispersao dos antigenos. A forma gra-
ve, caracterizada pela fibrose periportal, ocorre em cerca de 5% dos
individuos infectados que vivem nas areas endémicas. (Bina & Prata,
2003; Henri et al., 2002)

Nosso grupo vem avaliando a resposta imune na esquistossomose,
hé cerca de 15 anos, em trés areas endémicas no interior da Bahia, a sa-
ber, Caatinga do Moura, municipio localizado na Chapada Diamantina,
Agua Preta, no sul da Bahia, e Conde, no litoral norte do estado. Temos
avaliado fatores associados a patogénese da esquistossomose cronica,
com a documentagido de que citocinas do tipo Th2 estdo envolvidas
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no desenvolvimento da fibrose hepatica periportal. Outros mecanismos
ligados a patogénese na esquistossomose incluem o subtipo dos mo-
nécitos, tendo essa célula papel importante no processo inflamatdério
associado ao desenvolvimento de fibrose periportal. Alteragdes no con-
trole da resposta imune parecem estar associadas a essa forte resposta
inflamatéria.

Existem dados na literatura associando a infec¢ao por helmintos,
particularmente pelo S. mansoni, a regulacao da resposta inflamatdria
nas doencas alérgicas e autoimunes, e muito se tem estudado sobre
0s mecanismos imunoldgicos envolvidos nessa regulacao. Dessa for-
ma, nosso grupo tem avaliado a gravidade da asma e a resposta imune
em individuos asmaticos infectados pelo S. mansoni, além de estudar o
papel de antigenos desse parasita candidatos a vacina na modulagao da
resposta inflamatdria em doencas mediadas tanto pela resposta do tipo
Th2, a exemplo da asma, quanto pela Th1, a exemplo da leishmaniose e
da infecgdo pelo virus linfotrépico da célula T humana (HTLV-1).

Imunopatogénese da fibrose periportal
secundaria a esquistossomose

As manifestacdes clinicas na esquistossomose aguda e cronica sao
bastantes distintas e associadas a diferentes mecanismos de imunopa-
togénese. (Burke et al., 2009; Jesus et al., 2002; Lambertucci, 1993) Na
fase cronica, trés formas clinicas sdo bem caracterizadas: a intestinal e
hepatointestinal (menos graves) e a forma mais grave, denominada he-
patoesplénica. (Bina, 1997; Bina & Prata, 2003) Entre 5 a 10% dos indi-
viduos infectados pelo S. mansoni evoluem para a forma grave da doenga,
a qual é caracterizada por fibrose periportal e hipertensao portal, ascite
e varizes esofagicas e gastricas, que podem complicar com hemorragias
digestivas e obito. (Bina & Prata, 2003; Henri et al., 2002)

Durante o curso natural da infecgio pelo S. mansoni, a resposta imu-
ne progride por trés fases. Na primeira, de trés a cinco semanas apés o
inicio da infec¢ao, ela é predominantemente do tipo Th1/inflamatéria,
com produgao de citocinas pro-inflamatérias, como IFN-y, TNE IL-6
e IL-1. Essa resposta tem sido associada a destruicao de esquistosso-
mulos no pulmao devido a ativagdo de macréfagos pelo IFN-y. (Jesus
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et al., 2002; Lambertucci, Rayes, Barata, Teixeira, & Gerspacher-Lara,
1997; Wynn et al., 1998) Conforme os parasitas amadurecem e iniciam
a ovoposi¢ao, entre a quinta e a sexta semana, a resposta é polarizada
para o tipo Th2, que é caracterizado principalmente pela producio de
IL-4, IL-5 e IL-13. (Aratjo et al., 1996; Corréa-Oliveira et al., 1998;
Gazzinelli & Colley, 1992) Na fase cronica da doenga, por volta da 122
semana, na qual os vermes continuam com a produgao de ovos, a res-
posta Th2 é modulada e associada a uma maior participagio das células
regulatérias — e, consequentemente, maior producio de IL-10 e TGF-p.
(Pearce & MacDonald, 2002) Estudos tém mostrado que a resposta
Th2 ¢é induzida principalmente por produtos secretados pelos ovos do
S. mansoni, a exemplo das glicoproteinas 6mega-1 e IPSE/alfa-1. (Cass
et al., 2007; Mathieson & Wilson, 2010)

A patogénese da infeccdao pelo S. mansoni é predominantemente
causada pela resposta imune do hospedeiro aos antigenos do ovo. (Bica
et al., 2000; Chiaramonte et al., 2003; Warren, 1968) Varios estudos
tém mostrado que a gravidade da doenga é consequéncia da fibrose cau-
sada pela reagao granulomatosa em torno dos ovos do S. mansoni, que
estao presos nos pequenos vasos do figado. Quando o ovo emerge da fé-
mea do verme adulto, ele é imaturo e ndo provoca nenhuma rea¢ao nos
tecidos; apos cerca de cinco a seis dias, o miracidio diferencia-se e inicia
a eliminacdo de secrecgdes liticas e antigénicas por meio de microporos
presentes na casca de ovo. (Andrade, 2009) Essas secre¢bes sao com-
postas por proteinas, enzimas proteoliticas e hidroliticas e polissacari-
deos. Consequentemente, os granulomas formados funcionam como
barreiras que previnem a dispersao dos antigenos dos ovos do S. man-
soni. Entretanto, com a chegada continua dos ovos, o processo inflama-
tério pode evoluir para fibrose grave, o que leva a interrup¢ao do fluxo
sanguineo normal do sistema venoso para os sinusoides, resultando em
hipertensao portal, que é seguida pela hepatoesplenomegalia, formacao
de varizes esofagicas e gastricas que podem romper espontaneamente e
levar a ébito por hemorragia. (Baptista & Andrade, 2005; Wynn, 2007)

Alguns estudos tém avaliado o perfil de citocinas e a expressao de
moléculas pelas células mononucleares do sangue periférico (CMSP).
em individuos residentes em uma drea endémica em esquistossomo-
se. Esses estudos classificaram os individuos por ultrassonografia de
acordo com a gravidade da doenca: grau O (sem fibrose), grau I (fibrose
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incipiente), grau II (fibrose moderada) e grau III (fibrose grave). Estudos
mostraram que as citocinas IL-5 (Jesus et al., 2004; Souza et al., 2012)
e IL-13 (Jesus et al., 2004) produzidas pelas CMSP estio associadas ao
grau II e I1I de fibrose hepdtica. A IL-5 tem sido vinculada a formacgao do
granuloma em volta dos ovos no figado, uma vez que essa citocina par-
ticipa do crescimento e ativacdo dos eosindfilos, e essas células contri-
buem para a fonte de mediadores profibréticos, como a IL-13. (Reiman
et al., 2006) Dessa forma, a IL-5 pode participar do remodelamento
tecidual e da fibrose na esquistossomose. (Reiman et al., 2006) Quanto
a IL-13, estudos em modelo experimental tém mostrado o papel im-
portante dessa citocina no desenvolvimento da fibrose, uma vez que o
bloqueio dos receptores de IL-4 e IL-13 preveniram o desenvolvimento
do granuloma e da fibrose hepatica nos camundongos. (Chiaramonte,
Cheever, Malley, Donaldson, & Wynn, 2001) No caso de humanos,vem
sendo sugerida a correlagdo entre os altos niveis de IL-13 e o desenvol-
vimento do grau mais avanc¢ado de fibrose. (Jesus et al., 2004)

Quanto ao possivel papel protetor do IFN-y na fibrose hepatica,
este ainda é controverso. Alguns estudos tém sugerido que o IFN-y tém
atividades antifibréticas, uma vez que age inibindo a produgao de prote-
inas da matriz extracelular, aumenta a atividade de colagenase no tecido
hepatico e modula a resposta Th2. (Borish & Steinke, 2003; Wynn &
Cheever, 1995); os baixos niveis de IFN-y também tém sido associados
a fibrose hepatica. (Booth et al.,, 2004) Outros estudos, porém, nio
observaram nenhuma associacao dos niveis de IFN-y com os diferentes
graus de fibrose periportal. (Jesus et al., 2004; Souza et al., 2012)

Além da producio das citocinas pelas CMSP, tem sido documentado
o grau de ativagao e regulagio dos linfécitos e expressao de receptores
e citocinas nas subpopula¢des de mondcitos nos individuos com dife-
rentes graus de fibrose periportal. Dentre as moléculas de ativagiao dos
linfécitos T, o CD28 é uma importante molécula coestimulatéria, ela
é expressa constitutivamente e se liga ao CD80 e ao CD86 nas células
apresentadoras de antigenos (CAA). Tem sido mostrado que individuos
com graus mais elevados de fibrose (grau II e III) apresentam frequén-
cia elevada de células T CD4*, expressando CD28 em rela¢ao aos indi-
viduos com grau I de fibrose (Cardoso et al., 2013), o que sugere que
essas células podem estar associadas ao desenvolvimento das formas
mais graves da esquistossomose. Além disso, outra molécula envolvida
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na ativagao, a CTLA-4, também se liga ao CD80 e CD86 nas células
apresentadoras de antigenos tendo sua expressio rapidamente aumen-
tada depois da ativagao das células T e fornecendo um sinal de feedback
negativo limitando a resposta imune. (Brunet et al., 1987) Individuos
com fibrose moderada a grave apresentaram frequéncias diminuidas de
células TCD4+, expressando CTLA-4 em relagio a individuos com fibro-
se incipiente e sem fibrose (Cardoso et al., 2013), sugerindo que essas
células sdo essenciais no controle do processo inflamatério associado a
fibrose periportal durante a esquistossomose cronica. Em um modelo
experimental de infec¢do pelo S. mansoni, foi demonstrado que células
expressando CTLA-4 podem controlar a morbidade pela diminuigao
da resposta imune Th2 e do nimero de eosinéfilos. (Walsh, Smith, &
Fallon, 2007) Quanto as células envolvidas na regulacio, os linfécitos
TCD4+CD25"e" tem importante papel supressor na resposta imune por
inibirem a proliferacdo celular e a secre¢do de citocinas pelas células T
efetoras. As células T regulatérias CD4+CD25"s" podem agir via conta-
to célula-célula (Baecher-Allan, Brown, Freeman, & Hafler, 2001) ou
pela sintese de citocinas regulatérias, como a IL-10 e a TGF-f. (Saito,
Sasaki, & Sakai, 2005) Semelhante aos dados observados relativos ao
CTLA-4, Cardoso et al. (2013) também verificaram que os individu-
os com fibrose moderada a grave apresentam frequéncias diminuidas
de células T CD4* expressando CD25"s" em relacdo a individuos com
fibrose incipiente e sem fibrose, sugerindo que essas células podem
estar associadas ao controle da morbidade na esquistossomose cronica.
H4 evidéncias que mostram também frequéncia elevada de células T
CD4+CD25"s" em pacientes com a forma intestinal, que é a menos gra-
ve da doenga. (Saito et al., 2005)

Os mondcitos, por sua vez, participam no desenvolvimento da fi-
brose através de varios mecanismos, incluindo secre¢io de citocinas e
geracdo de produtos relacionados ao estresse oxidativo. (Marra, Aleffi,
Galastri, & Provenzano, 2009) Dependendo do seu estado de diferen-
ciacao e de sinais locais, mondcitos e macréfagos sao capazes de secretar
uma variedade de citocinas pré-inflamatoérias, pré-fibroticas e anti-in-
flamatérias, além de fatores de crescimento. (Bataller & Brenner, 2005)
Os mondcitos humanos foram classificados em trés subpopula¢des, de
acordo com a expressdo de CD14 e CD16: classicos (CD14*+*CD16),
intermediarios (CD14+*CD16*) e nao-classicos (CD14*CD16*").
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(Ziegler-Heitbrock et al., 2010) Um estudo realizado pelo nosso gru-
po (Fernandes et al., 2014) com culturas de CMSP de individuos com
esquistossomose avaliou as diferentes subpopula¢des de mondcitos em
relagdo a expressao de citocinas e receptores e sua associagdo com os
diferentes niveis de fibrose periportal (Figura 1).

Tem sido demonstrada maior expressao de moléculas pré-fibroéti-
cas, como o receptor o de IL-4 (IL-4Ra) e o TGF-, nas trés subpopu-
lagdes de mondcitos nos individuos com fibrose moderada a grave em
relacdo a individuos com fibrose incipiente e sem fibrose, respectiva-
mente, sugerindo participacao dessas moléculas no processo de fibro-
génese. (Fernandes et al., 2014) Em modelo experimental, as citocinas
IL-4 e IL-13 s3o responsaveis por induzir a ativagao alternativa de mo-
nécitos por meio da ligagdo com o receptor o de IL-4. A sinalizagao pelo
IL-4Ra induz a expressio de arginase, enzima responsavel pela conver-
sao de L-arginina em prolina. A prolina é um aminodcido essencial que
estd envolvido na produgio de coladgeno e, portanto, no desenvolvimen-
to da fibrose. (Hesse et al., 2001) Estudos envolvendo um modelo ex-
perimental em S. mansoni tém demonstrado que a responsividade pelo
IL-4Ra é importante para a formagido do granuloma e sobrevivéncia
do hospedeiro durante a infec¢do por esse helminto. (Herbert et al.,
2004; Jankovic et al., 1999) Quanto ao TGF-B, trata-se de uma citoci-
na responsavel por multiplos processos biolégicos, como a inflamacao,
a fibrose e o reparo tecidual. (Blobe, Schiemann, & Lodish, 2000; Li,
Wan, Sanjabi, Robertson, & Flavell, 2006) Ela induz a prolifera¢ao de fi-
broblastos e produ¢ao de colageno; sua produ¢ao é aumentada no local
da fibrose, o que sugere seu papel potencial no estabelecimento desta.
(Border & Noble, 1994; Fine & Goldstein, 1987; Verrecchia & Mauviel,
2007)

Entretanto, outros estudos niao observaram diferenca significativa
nos niveis séricos de TGF-B (Souza et al., 2012) e nos sobrenadantes
de CMSP entre os grupos de individuos com diferentes graus de fibrose
periportal secunddria a esquistossomose. (Alves Oliveira et al., 2006;
Jesus et al., 2004) Assim como fizeram com as moléculas pro-fibréticas,
Fernandes et al. (2014) também observaram expressao aumentada das
citocinas pré-inflamatérias IL-6 e TNF nas subpopula¢des de moné-
citos nos individuos com fibrose moderada a grave, comparados aos
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individuos sem fibrose, indicando a participacdo dessas citocinas na
progressao da fibrose periportal em humanos. (Fernandes et al., 2014)

A IL-6 estad envolvida numa variedade de papéis importantes na
resposta imune, desde a indugio de resposta inflamatéria de fase agu-
da até a fibrogénese, uma vez que também induz a proliferagio de fi-
broblastos e a produgao de coldgeno, bem como a sintese do inibidor
de metaloproteinase 1 (TIMP-1). (Barnes, Anderson, & Moots, 2011;
Duncan & Berman, 1991; Lotz & Guerne, 1991; Mihara, Moriya, &
Ohsugi, 1996) Um estudo em modelo experimental relatou aumento
da produgio de IL-6 durante o curso de infec¢dao pelo S. mansoni, bem
como a formag¢ao do granuloma hepatico, o que poderia indicar a parti-
cipagio dessa citocina na resposta inflamatéria granulomatosa. (Khalil
etal., 1996) Em rela¢ao ao TNF, também tém sido documentados niveis
elevados dela em sobrenadantes de CMSP nos individuos com fibrose
moderada a grave quando comparados a individuos sem fibrose. (Souza
et al., 2012) Outros estudos observaram que altos niveis dessa citocina
produzidos por CMSP estimulados com antigenos de Schistosoma sao
significativamente associados a presenca da fibrose periportal. (Booth
et al., 2004; Henri et al., 2002; Mwatha et al., 1998)

Além de papéis pro-fibréticos e inflamatérios, mondcitos/macré-
fagos sao também fundamentais para a regressao da fibrose, uma vez
que podem também degradar proteinas da matriz extracelular e exer-
cer acgoes anti-inflamatorias. (Fallowfield et al., 2007; Zimmermann &
Tacke, 2011) A IL-12, por exemplo, é uma citocina conhecida por fa-
vorecer respostas do tipo Thl, e os efeitos que ela exerce na fibrose
sdo acompanhados pela substitui¢ao do padrao Th2 para o Thl, sendo
considerada uma citocina antifibroética por inibir a sintese de colageno
em fibroblastos. (Wynn et al., 1995) Foi demonstrado que a expressao
de IL-12 em trés subpopulagdes de monécitos foi menor nos individu-
os com fibrose moderada a grave em rela¢do a individuos com fibrose
incipiente e sem fibrose (Fernandes et al., 2014), sugerindo que, neles,
a resposta Th1l é insuficiente para controlar o processo de desenvolvi-
mento da condi¢ao. Em modelo experimental, tem sido mostrado que
adicdo de IL-12 é capaz de prevenir a inflamagao granulomatosa e a fi-
brose hepatica na esquistossomose. (Mentink-Kane et al., 2011; Wynn,
Eltoum, Oswald, Cheever, & Sher, 1994; Wynn et al., 1995) Além disso,
tem sido documentado que a manuten¢ao da resposta Th1 é necessaria
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para a redugdo do tamanho do granuloma e preven¢ao da fibrose hepa-
tica. (Hoffmann, Caspar, Cheever, & Wynn, 1998)

O papel da citocina regulatéria IL-10 na fibrose periportal secun-
daria a esquistossomose vem sendo questionado. Os niveis de IL-10 em
sobrenadante de culturas de CMSP nos individuos com fibrose peripor-
tal tém sido discordantes na literatura:alguns autores encontraram ni-
veis elevados dessa citocina em individuos com fibrose periportal grave
quando comparada com os outros graus (Jesus et al., 2004; Magalhaes
et al., 2004), enquanto outros descobriram niveis mais baixos de IL-10
nos individuos com fibrose moderada a grave. (Alves Oliveira et al.,
2006) Existem ainda estudos que nio encontraram diferencas signi-
ficativas nos niveis dessa citocina em CMSP (Souza et al., 2012) ou
na expressdo de IL-10 nas subpopula¢des de mondcitos nos individuos
com diferentes graus de fibrose. (Fernandes et al., 2014) Entretanto,
estudos em modelo experimental em esquistossomose tém mostrado
que a fibrose foi consistentemente aumentada em camundongos defi-
cientes em IL-10 e IL-12, simultaneamente, sugerindo que ambas as ci-
tocinas interagem para inibir o desenvolvimento de fibrose. (Hoffmann,
Cheever, & Wynn, 2000; Mentink-Kane et al., 2011)

Esses dados indicam que a imunopatogénese da fibrose periportal
secunddria a esquistossomose esta associada a uma maior participagao
de moléculas pré-fibréticas e proé-inflamatédrias, em combina¢do com
a baixa participagao de moléculas regulatérias, sugerindo que a pato-
logia na esquistossomose humana estd ligada a falta de mecanismos
modulatorios.

Infec¢ao pelo Schistosoma mansoni na modulagao
das atopia e da asma

Diversos estudos tém associado a infec¢ao por helmintos, a exem-
plo do Schistosoma mansoni, a preven¢ao de doengas que cursam com a
resposta imune exacerbada, a exemplo das doencgas alérgicas (Araujo
et al., 2004; Medeiros Junior et al., 2003; Pacifico et al., 2009) e au-
toimunes. (Cooke et al., 1999; Elliott, Summers, & Weinstock, 2007;
La Flamme, Ruddenklau, & Backstrom, 2003; Saunders et al., 2007;
Sewell et al., 2003; Summers et al., 2003) Essa prote¢io resultaria da
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indu¢ao de mecanismos regulatérios pelos helmintos como mecanismo
de sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro e nao seria parasito-especi-
fica, ja que, uma vez liberadas as moléculas regulatérias, estas seriam
capazes de inibir a resposta inflamatéria associada a patogénese dessas
doencas. (Elliott et al., 2007; Loke & Lim, 2015)

Os primeiros estudos nessa area foram conduzidos por Lynch e
colaboradores na Venezuela onde observaram baixa prevaléncia de po-
sitividade ao teste cutdneo para aeroalérgenos em escolares residentes
em uma area endémica para Ascaris lumbricoides, com a documentagao,
também, de que o tratamento anti-helmintico aumentou a frequéncia
de positividade ao teste de alergia e a produgao de IgE especifica para
alérgenos. (Lynch, Palenque, Hagel & Di Prisco, 1997; Lynch et al,,
1987) Esses e outros estudos em areas endémicas para geo-helmintos
levantaram a hipétese de que infeccOes por esses parasitas poderiam
estar associadas a uma protecao contra a atopia. (Cooper et al., 2003)

Baseado nessa hipétese, nosso grupo de pesquisa tem investigado
a influéncia da infec¢ao pelo Schistosoma mansoni no desenvolvimento
da atopia, inicialmente em uma area endémica localizada no municipio
baiano de Caatinga do Moura. Foi entdo observada maior frequéncia
de positividade ao teste cutdneo para aeroalérgenos no grupo de in-
dividuos infectados pelo S. mansoni quando comparados ao grupo de
individuos nao infectados, demonstrando forte associa¢ao inversa entre
a infec¢ao pelo helminto e a presenca de atopia. (Aragjo et al., 2000)
Mesmo em individuos asmaticos expostos a altos niveis de aeroalérge-
nos, quando infectados pelo S. mansoni, observa-se menor positividade
ao teste cutaneo para aeroalérgenos quando comparados a individuos
asmaticos nao infectados. (Medeiros Junior et al., 2004)

A asma é uma doenga inflamatéria croénica associada a hiperres-
ponsividade das vias aéreas e obstrucao do fluxo aéreo intrapulmonar,
reversivel espontaneamente ou mediante tratamento, que resulta em
episodios recorrentes de dispneia, sibilos, opressao toracica e tos-
se (Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia [SBPT], 2012).
Estimativas da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) indicam que
mais 235 milhdes de pessoas sao acometidas pela asma (World Health
Organization [WHO], 2013); o Brasil, por sua vez, figura entre os pai-
ses com as mais altas taxas de prevaléncia, apresentando indices acima
dos 10%. (Barreto et al., 2014; To et al., 2012) Apenas no ano de 2013,
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ocorreram mais de 100 mil internag¢des pela doenga no pais, o que gerou
um gasto de mais R$ 62 milhdes pelo Sistema Unico de Satde (SUS).

Para avaliar o impacto da infec¢do pelo S. mansoni na gravidade
da asma, nosso grupo realizou um estudo prospectivo com um ano de
acompanhamento, comparando individuos asmaticos infectados pro-
venientes de drea endémica e individuos asmaticos nao infectados de
outras duas areas nao endémicas com as mesmas condi¢oes socioeco-
nomicas. Como resultado, os individuos asmaticos infectados pelo S.
mansoni apresentaram menor gravidade da doenga quando comparados
aos asmaticos nao infectados. (Medeiros Junior et al., 2003)

Posteriormente, foram avaliados os efeitos do tratamento anti-
-helmintico na gravidade da asma por meio de um estudo randomiza-
do, duplo-cego, controlado com placebo, em outra area endémica de
S. mansoni, localizada na zona rural de Agua Preta, no municipio de
Gandu. Foi, entdo, observado que os individuos asmaticos que foram
tratados repetidamente com praziquantel e albendazol apresentaram
piora significativa da asma apds o sexto més de tratamento, reforcando
a hipétese do papel protetor desempenhado pelas infec¢des helminticas
na asma e na atopia. (Almeida, Lima et al., 2012)

Algumas hipéteses tém sido levantadas para explicar, por mecanis-
mos imunolégicos, a protecao gerada por infec¢des helminticas contra
0s processos atopicos, sendo uma das mais aceitas a indugao de molé-
culas e células reguladoras da resposta imune, como a citocina IL-10 e
as células T regulatérias. (Adachi, Oda, Kokubu, & Minoguchi, 1999;
Akdis & Blaser, 2001; Araujo, Hoppe, Medeiros Junior & Carvalho,
2004; Figueiredo et al., 2013; Finlay, Walsh, & Mills, 2014; Macaubas
et al., 1999; Pitrez et al., 2015; Van den Biggelaar et al., 2000)

Assim, foram investigados os efeitos da infec¢dao pelo S. mansoni
e outros helmintos na resposta imune de individuos com asma infec-
tados, residentes em uma drea endémica em S. mansoni no municipio
do Conde (BA), em um estudo in vitro. Este estudo avaliou a produ-
¢ao de citocinas por CMSP estimuladas com o antigeno 1 do &caro
Dermatophagoides pteronyssinus (Der pl), comparando-a com a resposta
de asmaticos ndo infectados provenientes do Ambulatério de Alergia
do Complexo Hospitalar Universitario Prof. Edgard Santos (HUPES) da
Universidade Federal da Bahia (UFBA). Foi observado que a produgio
de citocinas do tipo Th2, IL-4 e IL-5 por células de asmaticos infectados
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pelo S. mansoni e outros helmintos foi significativamente menor do que
a encontrada nos asmaticos nao infectados. Por outro lado, a produgao
de IL-10 foi elevada nos asmaticos infectados e muito baixa ou ausente
nos nao infectados, mostrando um padrao de resposta regulatério nos
primeiros e do tipo Th2 nos ultimos. (Aradjo et al., 2004)

Os resultados desse estudo apontam a IL-10 como uma citocina-
-chave no controle da resposta inflamatéria na asma, uma vez que houve
maior produ¢ido dela e, a0 mesmo tempo, menor producdo de citoci-
nas Th2 por CMSP de individuos asmaticos infectados pelo S. mansoni.
Nesse trabalho, o tratamento anti-helmintico foi seguido de redu¢ao na
produgio de IL-10 em resposta ao Der p1, sendo posteriromente acom-
panhada por piora dos sintomas de asma. Foi ainda observado que a
adi¢do de IL-10 exégena as culturas de CMSP de individuos asmaticos
nao infectados levou a uma reduc¢ao na produgio de IL-5 em resposta ao
Der pl. (Aragjo et al., 2004)

Em outros estudos de resposta imune in vitro, utilizando culturas
de CMSP de individuos asmadticos infectados pelo S. mansoni estimu-
ladas com Der p1, pudemos observar que os mondcitos desses indi-
viduos apresentam maior expressdo da molécula de apresentagiao de
antigeno HLA-DR, bem como expressam mais IL-10 e seu receptor,
quando comparados aos monécitos de individuos asmaticos nao infec-
tados. (Oliveira et al., 2009) Foi observado também que as células T
CD4+CD25* e os mondcitos foram as principais fontes produtoras de
IL-10. Adicionalmente, os linfécitos de asmaticos infectados apresenta-
ram maior expressdo de CTLA-4 em comparagdo com os linfécitos de
asmaticos nao infectados. (Oliveira et al., 2009) Esses achados, além
de corroborarem estudos anteriores quanto a alta produgao de IL-10 in
vitro por individuos asmaticos infectados pelo S. mansoni, elucidaram as
principais fontes produtoras dessa citocina e sugeriram que a modula-
¢ao da resposta alérgica observada nesses individuos pode envolver a
participagdo de vias de coestimula¢ao mediadas pela molécula CTLA-4,
que desempenha papel sine qua non na regulagio e controle das respostas
inflamatérias conduzidas por células T.

O efeito protetor da infec¢ao pelo S. mansoni na asma alérgica, ob-
servado em humanos, também foi demonstrado em um modelo murino
de inflamac¢ao das vias aéreas induzida por ovoalbumina num estudo
de colaboragao do nosso grupo com pesquisadores da Universidade
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Federal de Minas Gerais (UFMG). Demonstramos que tanto os camun-
dongos infectados quanto os que foram tratados com ovos de S. mansoni
apresentaram redu¢ao no numero de eosinéfilos no lavado broncoal-
veolar e nos niveis de IL-4, IL-5 e IgE especifica no pulmio quando
comparados aos camundongos nao tratados e nao infectados, o que
mostrou que tanto o tratamento com ovos quanto a infec¢ao pelo S.
mansoni sdo capazes de controlar a resposta Th2 inflamatéria observada
na asma alérgica em modelo murino. (Pacifico et al., 2009) Diferente do
que foi observado em humanos, essa protegao parece ter sido exercida
por células T regulatérias CD4+CD25*FoxP3*nos camundongos, num
mecanismo independente de IL-10, uma vez que o bloqueio do receptor
para essa citocina nao alterou o namero de eosindfilos no lavado bron-
coalveolar. Nao obstante, os animais que sofreram deple¢ao das células
CD4+CD25*FoxP3+ apresentaram aumento no numero de eosindfilos,
algo similar ao observado nos espécimes nao infectados. (Pacifico et al.,
2009)

Uma vez que tem sido demonstrado que a infec¢ao pelo S. mansoni
é capaz de regular a resposta inflamatdria na asma, a identificacdo e ca-
racterizagao de antigenos derivados desse helminto, com potencial re-
gulatério, pode fornecer ferramentas para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para o tratamento dessa e de outras doencas de
base imunoldégica.

Antigenos do S. mansoni com potencial de
regular doencas alérgicas e infecciosas

Desde que evidéncias de que a infec¢ao pelo S. mansoni é capaz
de modular a resposta inflamatéria exacerbada na asma e, consequen-
temente, reduzir sua gravidade tém sido acumuladas, nosso grupo de
pesquisa vem se dedicando a avaliar o potencial de antigenos do S. man-
soni modularem a resposta inflamatdria nessa doenca e em outras que
cursam com a ativagao excessiva da resposta imune.

Inicialmente avaliamos o efeito da adi¢ao dos antigenos recombi-
nantes P24, Sm22.6 e Sm14, bem como da fragdo do antigeno do verme
adulto, PIII, sobre a producio de IL-10 na cultura de CMSP de individu-
os com asma leve infectados pelo S. mansoni. Observamos que a adi¢ao
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de todos esses antigenos foi capaz de induzir altos niveis de IL-10 nos
individuos asmaticos infectados, bem como nos asmaticos que nunca
tinham sido expostos a infec¢ao pelo S. mansoni. (Cardoso et al., 2006)

No grupo de individuos asmaticos nao infectados pelo S. mansoni, a
adi¢ao dos antigenos Sm22.6, Sm29 e PIII em culturas estimuladas com
o alérgeno Der p1 foi capaz de aumentar a producio de IL-10 e reduzir
os niveis de IL-5 alérgeno-especifica. (Cardoso et al., 2011) Ao investi-
garmos as fontes produtoras de IL-10 por citometria de fluxo, observa-
mos que as principais foram os mondcitos e as células TCD4+*CD25+.
(Cardoso et al., 2011)

Um estudo recente avaliando o efeito da adi¢ao do antigeno Sm29
e Sm29-TSP2 as culturas de CMSP de individuos com asma grave e
asma leve e intermitente mostrou que a adicao dos antigenos Sm29 e
Sm29-TSP2 aumentou a frequéncia de linfécitos T CD4+*CD25" e redu-
ziu a frequéncia de linfécitos T ativados CD4+*CD25"° e CD4*CD69+.
(Almeida, Fernandes et al., 2017) Os antigenos Sm29 e Sm29-TSP2
aumentaram ainda os niveis de IL-10 no sobrenadante das culturas de
ambos os grupos de asmaticos. (Almeida, Fernandes et al., 2017)

Em um estudo utilizando o modelo murino de inflamag3o das vias
aéreas induzida por ovoalbumina, ao avaliarmos o efeito da imunizagio
com os antigenos Sm29, Sm22.6 e PIII, observamos que os camundon-
gos imunizados com os antigenos do S. mansoni apresentaram redug¢io
nos niveis de IL-4 e IL-5, bem como no numero de células totais e de
eosinéfilos no lavado broncoalveolar. (Cardoso et al., 2010) Além disso,
os camundongos imunizados apresentaram menores niveis de peroxida-
se eosinofilica no pulmao e de IgE especifica para ovoalbumina no soro.
Apesar de os trés antigenos terem se mostrado capazes de modular a
inflamacao alérgica das vias aéreas, apenas o Sm22.6 levou ao aumento
dos niveis de IL-10. Nao obstante, todos foram capazes de levar ao au-
mento na frequéncia de células T regulatérias CD4*CD25*FoxP3*que,
na auséncia de IL-10, podem ter desempenhado papel central no con-
trole da resposta inflamatéria observada nos camundongos imunizados
com os antigenos do S. mansoni. (Cardoso et al., 2010)

Tem sido demonstrado que a infec¢ao pelo Schistosoma mansoni bem
como produtos do parasita sdo também capazes de modular a respos-
ta inflamatéria do tipo Thl, envolvida em algumas doencas autoimu-
nes, a exemplo do diabetes tipo I, da artrite e da psoriase. (Atochina &
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Harn, 2006; Cooke et al., 1999; La Flamme et al., 2003; Sewell, Reinke,
Hogan, Sandor, & Fabry, 2002)

Algumas doengas parasitarias também decorrem da exacerbagao
da resposta imune do eixo Thl/inflamatéria: é o caso da leishmaniose
tegumentar americana (LTA). A resposta imune celular do tipo Thl,
com producio de IFN-g, é importante para a elimina¢ao da Leishmania
sp pela estimula¢ao macrofagica, que resulta em elevada sintese de ra-
dicais de oxigénio e de nitrogénio além da producao de TNF por essas
células. (Bacellar et al., 2002) Por outro lado, essa resposta, quando
exacerbada, esta associada a destruicao tecidual na leishmaniose cuta-
nea (LC) e mucosa (LM). (Bacellar et al., 2002) Os eventos iniciais na
infec¢ao pela Leishmania sp, envolvendo os macréfagos e as células den-
driticas na producao de citocinas e na apresentacao de antigenos do pa-
rasita para células T, devem influenciar na resposta do hospedeiro e no
curso da infec¢do. (Saint-Vis et al., 1998) Portanto, o ambiente celular,
associado ao perfil de citocinas pré-inflamatdrias e anti-inflamatérias, é
importante para controlar a multiplica¢ao parasitdria sem causar danos
ao hospedeiro. (Belkaid, 2003; Carvalho et al., 2005) Existe produgao
limitada de IL-10 na LC (Bacellar et al.,, 2002) — desse modo, o uso
de antigenos de S. mansoni capazes de induzir a produg¢do dessa citoci-
na poderia beneficiar os pacientes. Dessa maneira, Bafica et al. (2011)
demonstraram que a adi¢do de antigenos de S. mansoni em culturas
de PBMC de pacientes com LC estimulados com antigeno solavel de
Leishmania (SLA), foi capaz de diminuir a produ¢io de citocinas infla-
matorias (TNF e INF-y) e aumentar a produgdo de IL-10 por essas célu-
las. Adicionalmente, esses antigenos sao capazes de diminuir a ativagio
de mondcitos, reduzindo a expressao de HLA-DR e CD80 e aumentar a
expressao de moléculas regulatérias, a exemplo de CTLA-4 e Foxp3 nas
CD25"e" em células T auxiliares (CD4). (Bafica et al., 2012)

Uma vez que, na leishmaniose, as células dendriticas sao impor-
tante fonte de citocinas pré-inflamatorias, e que antigenos de S. mansoni
sao capazes de modular a exacerbagido dos processos inflamatérios nas
doengas imunomediadas, esses antigenos foram testados quanto a ca-
pacidade de modularem as fung¢des das células dendriticas de pacientes
com a doenga em resposta a infecgao pela Leishmania e ao antigeno solu-
vel da Leishmania. (Lopes, Oliveira et al., 2019) O Sm29, uma glicopro-
teina localizada no tegumento do verme adulto, foi capaz de aumentar

56



a expressao in vitro de mediadores anti-inflamatérios, como a citocina
e o receptor de IL-10, sobre células dendriticas derivadas de mondcitos
(MoDC) de pacientes com leishmaniose cutanea. (Lopes, Fernandes et
al., 2014; Lopes, Oliveira et al., 2019) A IL-10 auxilia no controle da
ativacao de células mediadoras do desenvolvimento da lesdo na leish-
maniose. (Ji, Masterson, Sun, & Soong, 2005; Powrie, Corréa-Oliveira,
Mauze & Coffman, 1994) Na LM, observou-se diminui¢ao na intensi-
dade da expressao do receptor de IL-10 na lesao quando comparada a
de pacientes com LC, o que levaria a uma baixa resposta a IL-10. (Faria
et al., 2005)

O processo de maturagao e ativagao é uma etapa importante para
as células dendriticas por tornd-las aptas a apresentarem antigenos as
células T, bem como aumentar sua capacidade de produzir citocinas. O
antigeno Sm29 foi capaz de aumentar, in vitro, a frequéncia de MoDC
expressando os marcadores de maturagdo e ativagao CD83, CDS8O e
CD86 em pacientes com leishmaniose cutdnea (Lopes, Fernandes et
al., 2014; Lopes, Oliveira et al., 2019), o que favorece a ativagao dessas
células e, consequentemente, a apresenta¢do antigénica. Diante disso,
seria desejavel que houvesse equilibrio na resposta imune, na qual os
macréfagos, principais células responsaveis pela eliminagao parasitaria,
continuassem capazes de destruir as leishmanias sem, contudo, permi-
tir uma ativa¢ao exacerbada. Nesse contexto, as MoDCs, estimuladas
com o antigeno Sm29, poderiam fornecer a regulagdo necessaria para o
controle do processo inflamatoério.

Outro agente infeccioso cuja patologia esta relacionada a presenga
de resposta imune exacerbada é o HTLV-1. Nosso grupo tem realizado
estudos na tentativa de identificar se antigenos do Schistosoma spp sdo
capazes de alterar, in vitro, a produgio de citocinas e o perfil nas CMSP
de individuos infectados pelo HTLV-1. Estudos tém mostrado que a in-
feccao por esse virus induz altos niveis de produc¢ao in vitro das citocinas
IFN-y e TNF nos individuos infectados, quando comparada as culturas
de células de doadores negativos para HTLV-1. (Carvalho et al., 2001;
Santos et al., 2004) Os antigenos do Schistosoma spp utilizados no estu-
do realizado por Lima et al. (2013), mostraram-se capazes de modular
negativamente a resposta imune exacerbada do tipo Th1/inflamatéria,
reduzindo a producio de IFN-y e TNF in vitro em uma alta porcentagem
de individuos infectados pelo HTLV-1. Esse trabalho mostrou ainda
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aumento da produc¢ao de IL-10, citocina esta produzida principalmente
pelas células Treg e mondcitos, induzida pelos antigenos do Schistosoma
spp em portadores do HTLV-1. (Lima et al., 2013)

Adicionalmente ao papel das citocinas na infec¢ao pelo HTLV-1, a
presenca das quimiocinas CXCL9/CXCL10 esta associada ao aumento
no recrutamento de células inflamatérias no tecido medular espinhal,
contribuindo para a patogénese da paraparesia espastica tropical/mie-
lopatia associada ao HTLV-1 (Guerreiro et al., 2006). Nosso grupo mos-
trou que a estimula¢do com antigenos do Schistosoma sp Sm29, ShTSP2
e PIII foram capazes de reduzir in vitro os niveis de CXCL9 em sobrena-
dantes de CMSP de individuos com HAM/TSP. (Lima et al., 2017)

Em conclusio, os resultados dos estudos aqui relacionados, além
de esclarecerem importantes aspectos da imunopatogénese da infec¢ao
pelo Schistosoma mansoni, pela Leishmania sp e pelo HTLV-1, vém demons-
trando o potencial de antigenos do S. mansoni em modular a resposta
inflamatéria associada a lesdo tecidual nessas patologias. Tentativas de
identificar antigenos do S. mansoni com essas propriedades regulatérias
vém sendo realizadas e mostram resultados promissores.
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Figura 1 - Figura representativa da expressdo de citocinas e receptores nos monocitos
de pacientes esquistossomoticos com diferentes graus de fibrose periportal
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Periodontite crdnica: resposta imune
contra Porphyromonas gingivalis

Soraya Castro Trindade, Paulo Cirino de Carvalho-Filho,
Isaac Suzart Gomes-Filho, Michelle Miranda Lopes Falcao,
Marcia Tosta Xavier, Roberto José Meyer Nascimento

Introducao

As doencas periodontais compreendem uma série de alteragdes
que ocorrem nos tecidos que circundam as unidades dentdrias, resul-
tantes de uma resposta inflamatéria a microrganismos presentes no
biofilme dentério que pode permanecer confinada aos tecidos gengivais
ou progredir para os tecidos de sustentacao dos dentes — o que configu-
ra a periodontite. Quando nao tratada, pode levar a perda inexoravel do
dente. (Gemmell & Seymour, 2004) Os aspectos clinicos da periodonti-
te incluem perda de insercao clinica e de osso alveolar, presenca de bol-
sa periodontal, inflama¢ao e sangramento gengival. (Armitage, 1999)

A periodontite é uma doenga multifatorial, com participagao sig-
nificativa do hospedeiro e de fatores ambientais e bacterianos. No en-
tanto, é a resposta inflamatéria do hospedeiro que leva a maior parte
da destrui¢io dos tecidos periodontais. De acordo com o processo de
progressao dessa doenca, ela pode ainda se apresentar com diferentes
graus de extensdo. A periodontite agressiva e localizada estd associada
a Aggregatibacter actinomycetemcomitans, ao passo que a forma cronica e
generalizada se relaciona a diversas bactérias, incluindo a Porphyromonas
gingivalis, a Tannerella forsythia e a Treponema denticola. Desse modo, a
grande diversidade microbiana na cavidade bucal, em conjunto com a
complexa resposta do hospedeiro, com elementos da imunidade inata e

71



adaptativa, leva a inflamagao crénica e consequente perda 6ssea. (Huang
& Gibson, 2014)

Recentes estudos metagendmicos e mecanisticos sao consistentes
com um novo modelo de patogénese periodontal, que propde o inicio
da doencga por uma comunidade microbiana sinérgica e disbiética, nao
apenas por um seleto grupo de bactérias conhecido como “periodon-
topatégenos”. Algumas bactérias encontradas em baixa quantidade na
microbiota tém efeito em toda comunidade e, por serem componentes
criticos para o desenvolvimento da disbiose, sdo conhecidas como pa-
tégenos-chave. (Hajishengallis & Lamont, 2014) O exemplo mais bem
documentado é o da Porphyromonas gingivalis, um bacilo Gram-negativo,
anaerdbio estrito e assacarolitico da familia Bacteroidaceae que tem sido
implicado na periodontite humana. (Socransky, Haffajee, Cugini, Smith,
& Kent, 1998)

Embora o envolvimento bacteriano na etiologia da periodontite
esteja bem estabelecido, reconhece-se que apenas a presenca de bac-
térias patogénicas nio é suficiente para causar a doenga. O conceito
atual de etiologia multifatorial das doencas periodontais inclui o hospe-
deiro como componente fundamental (Figura 1). Os patdgenos-chave
relacionados ao inicio e a progressao da periodontite, especialmente
o Porphyromonas gingivalis, promovem o recrutamento e a ativa¢ao de
células do hospedeiro, como mondcitos/macréfagos, linfocitos, fibro-
blastos e outros tipos, induzindo o desequilibrio na produ¢ao de me-
diadores inflamatérios e moléculas contrarregulatérias (Chitrapriya,
Rao, & Lavu, 2015; Dezerega et al., 2010; Papathanasiou et al., 2014;
Schenkein et al., 2010) em resposta a exposi¢ao aos seus componentes.

Diante da complexidade e da relevancia do tema, a interagao entre
componentes celulares de Porphyromonas gingivalis e a resposta imune
do hospedeiro na patogénese da periodontite crénica vém sendo ob-
jeto de investigacdo no Programa de Pés-Graduag¢ao em Imunologia
(PPGIm) da Universidade Federal da Bahia (UFBA) , em parceria com
outras institui¢des de ensino superior — como a Universidade Estadual
de Feira de Santana (Brasil) e a Universidade de Wroclaw (PolOnia)
-, ao longo da tultima década. Assim, este capitulo tem por objetivo
apresentar uma revisao sobre o referido tépico, além de propor um mo-
delo de periodontite cronica que torne mais clara a complexa relagio
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patoégeno-hospedeiro existente na manuten¢ao da condi¢do inflamaté-
ria crénica da periodontite.

Antigenos de Porphyromonas gingivalis induzem
morte ou proliferacao das células de defesa do
hospedeiro?

A morte da célula do hospedeiro talvez seja o resultado potencial
mais esperado da sua interagdo com o parasita. (Hirano & Ruebner,
1966 apud Fink & Cookson, 2005) Entretanto, a Porphyromonas gingiva-
lis parece possuir diversos mecanismos que envolvem inibi¢iao e/ou es-
timulacao de moléculas responsaveis pela manuten¢ao ou proliferagao
de células do hospedeiro, o que pode perpetuar o processo inflamatoério
nos tecidos periodontais.

A atividade proliferativa de células mononucleares do sangue peri-
férico diante de estimulos de microrganismos orais tem sido estudada
desde a década de 1970. Utilizando a técnica de incorporagdo com timi-
dina tritiada, maior reatividade de linfécitos de individuos com perio-
dontite estimulados com extratos de microrganismos Gram-negativos
(Lang & Smith, 1977) ou de biofilme autélogo (Church & Dolby, 1978)
foi demonstrada. Entretanto, resultados de estudos subsequentes fo-
ram contraditérios, mostrando a capacidade que a Treponema denticola,
a Capnocytophaga ochracea e a Porphyromonas gingivalis tém de suprimir
a resposta proliferativa de linfécitos do sangue periférico. (Gemmell,
Feldner, & Seymour, 1992; Shenker & Slots, 1989)

Mais recentemente, Trindade et al. (2012a) demonstraram
que o lipopolissacarideo (LPS) e a proteina recombinante HmuY da
Porphyromonas gingivalis, ambos purificados, inibem a proliferacao de
células mononucleares do sangue periférico humano. Entretanto, essa
capacidade inibitéria nao é observada quando as células sdo cultiva-
das com o extrato total contendo antigenos somaticos da bactéria. No
extrato, LPS e HmuY estdo, provavelmente, em concentra¢ao relativa
menor do que nos experimentos em que s3o adicionados puros; es-
ses fatores de viruléncia podem, ainda, estabelecer interacdes diversas
com outros componentes bacterianos na célula, resultando em capaci-
dade inibitéria ndo significante. Vale ressaltar que essas moléculas, em
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estado livre ou na célula bacteriana, podem apresentar modificagdes
estruturais em consequéncia de se encontrarem em ambientes bastante
distintos. Ambas sao moléculas de superficie, interagindo com estrutu-
ras de parede e membrana, o que nao se repete no extrato e tampouco
nas moléculas purificadas. Cabe salientar que LPS e HmuY sao dois
importantes fatores de viruléncia do patégeno: o primeiro, uma endoto-
xina componente da parede celular externa da bactéria (Wang & Ohura,
2002); o segundo, um importante heme-ligante que tem como fungio
a captacao de ferro para sua sobrevivéncia. (Olczak, Sroka, Potempa, &
Olczak, 2008)

A morte celular, por outro lado, pode ser discutida e caracterizada
em dois aspectos principais: apoptose e necrose. A apoptose pode ser
descrita como um processo autébnomo, ativo e programado de morte
celular que ndo induz inflamagio; ja a necrose pode ser entendida como
uma morte celular passiva, acidental, podendo resultar de estimulos
ambientais, com liberagao descontrolada de contetdos celulares infla-
matorios. (Fink & Cookson, 2005)

Diversos fatores de supressao ou inibicdo de apoptose tém sido
apresentados, demonstrando a dependéncia de genes que codificam pro-
teinas anti e pro-apoptéticas no equilibrio desse processo. (Carvalho-
Filho, 2015; Carvalho-Filho et al., 2013; Urnowey et al., 2006) Pode-se
observar danos no 4cido desoxirribonucleico (DNA) associados a apop-
tose e expressao de p53 e Bcl-2 (Tonetti, Cortellini, & Lung, 1998), Fas,
Fas ligante e caspase-3 ativa em tecidos gengivais, quando hd um desa-
fio crénico bacteriano. (Bascones, Gamonal, Gomez, Silva, & Gonzales,
2004)

Moléculas inibidoras de morte celular chamadas PD-1 (Figueira
et al., 2009), receptoras do ligante indutor de apoptose relacionado ao
TNF (Trail) e de inibidores de caspase-3 (Lucas, Bartold, Dharmapatni,
Holding, & Haynes, 2010), estdo presentes em lesdes periodontais cro-
nicas e podem estar envolvidas na inibi¢ao de apoptose. Segundo Yao et
al. (2010), a indugao de um fenétipo pré-sobrevivéncia pode impedir a
morte programada da célula hospedeira e ajudar na sobrevivéncia da P.
gingivalis dentro das células epiteliais. Esse mecanismo, pelo qual a bac-
téria pode bloquear as vias de apoptose, ocorre pela manipulagao da via
JAK/Stat, que controla as vias intrinsecas mitocondriais de morte nas
células. Yilmaz et al. (2008) demostraram que a P. gingivalis pode inibir
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a apoptose de células epiteliais gengivais pela ligacao de ATP a recep-
tores P2X. Também, um homodlogo da molécula nucleosideo-difosfato-
-cinase (NDK) de P. gingivalis promove a sobrevivéncia de células do
hospedeiro por hidrélise de ATP extracelular e prevenciao de apoptose
por intermédio de P2X.

O LPS de Porphyromonas gingivalis também pode evitar a apoptose de
neutroéfilos HL60. Entretanto, esse processo pode ser restaurado com
a adicdo de IL-10, o que pode explicar o mecanismo para o desenvolvi-
mento da inflamagao periodontal destrutiva. (Murray & Wilton, 2003)

A capacidade, in vitro, de alguns componentes celulares da
Porphyromonas gingivalis em modular a resposta imune do hospedeiro
foi demonstrada por meio de indugao de apoptose de linfécitos T e
macroéfagos (Trindade et al., 2012a), células epiteliais gengivais hu-
manas (Brozovic et al., 2006) e fibroblastos. (Sheets, Potempa, Travis,
Fletcher, & Casiano, 2006) Essa indu¢ao pode ocorrer tanto pela via
dependente (Urnowey et al., 2006) quanto pela via independente de
caspase. (Sheets et al., 2006) O cultivo de células mononucleares de
sangue periférico (CMSP) humanas com antigenos somdticos de P. gin-
givalis ou seu LPS purificado pode resultar tanto em apoptose classica
quanto em formas de morte caracterizadas por liberagao de contetido
celular inflamatério no microambiente, como apoptose tardia e necro-
se. (Trindade et al., 2012a)

A proteina HmuY da Porphyromonas gingivalis também parece atuar
no processo de morte celular programada nas CMSP. Essas células, em
contato com a proteina em cultura, parecem ser incapazes de comple-
tar o processo de apoptose, desencadeando, da mesma forma, apoptose
tardia e necrose, o que pode prolongar o processo de destrui¢cao teci-
dual. (Trindade et al., 2012a) Além disso, em CMSP de individuos com
periodontite cronica, a proteina diminui a expressao de genes relacio-
nados com apoptose, como Fas, Fas ligante, Trail, Bak1, Casp9 e Apafl
(Carvalho-Filho, 2015), enquanto induz em cultura a produgao de al-
tos niveis de Bcl-2, resultando em inibi¢ao da apoptose por permitir a
maior sobrevivéncia de linfécitos T CD3+, o que prolongaria o quadro
inflamatério cronico na periodontite. (Carvalho-Filho et al., 2013)
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Resposta imune humoral contra antigenos de
Porphyromonas gingivalis

As imunoglobulinas sao glicoproteinas, com func¢ao de anticorpo,
presentes nos fluidos biolégicos, e estao associadas a diferentes fungdes
in vivo e in vitro. As diferentes classes de imunoglobulinas apresentam
diversas concentracdes nos diferentes fluidos, assim como distintas
fungdes bioldgicas, que podem interferir em uma dada patogénese, uma
vez que a imunoglobulina pode lesar o patégeno ou facilitar a lesdo
tecidual por sua atividade opsonizante e capacidade de ativar o sistema
do complemento.

Testes de titulagdo de anticorpos imunoglobulina G (IgG) no san-
gue contra patégenos periodontais podem ser Uteis para avaliar a gra-
vidade da infec¢ao e os efeitos do tratamento. (Kudo et al., 2012) A
resposta de anticorpo para diferentes cepas de periodontopatégenos
pode discriminar entre pacientes com periodontite agressiva localizada,
periodontite agressiva generalizada, periodontite crénica e saude perio-
dontal. (Trindade et al., 2008)

A IgG parece ser o isétipo mais frequente no soro de individu-
os com periodontite cronica. A resposta humoral em portadores dessa
doenga é caracterizada por niveis séricos expressivos de IgG especifica
contra antigenos de P. gingivalis (Franca et al., 2007; Trindade et al.,
2008, 2012b), cujo peso molecular pode variar de 20 kDa a 128 kDa
(Franca et al., 2007; Trindade et al., 2008), demonstrando amplo reper-
torio de reconhecimento. Além disso, a intensidade do reconhecimento
de antigenos de Porphyromonas gingivalis por IgG nos individuos doentes
estd diretamente relacionada a piores condi¢des clinicas apresentadas
por eles, com profundidades de sondagem de bolsas e perda de inser¢ao
clinica mais proeminentes (Franca et al., 2007), além de maior percen-
tual de sitios comprometidos. (Trindade et al., 2007a, 2007b).

As subclasses de IgG principalmente envolvidas no reconhecimen-
to sao IgG1 e IgG4. A resposta humoral diante do estimulo de antigenos
somaticos presentes no extrato sonicado e em uma fragdo semipurifi-
cada de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 parece ser distinta entre
individuos com periodonto saudavel, gengivite, periodontite agressiva
ou periodontite cronica, sendo que estes ultimos apresentam niveis
mais elevados de IgG1 e IgG4 (Trindade et al., 2008), principalmente
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em condicOes clinicas mais desfavoraveis da doenca. (Trindade et al.,
2007a, 2007b) Além disso, os niveis séricos de IgG2, contra a mes-
ma fra¢do semipurificada, estdo correlacionados a maiores indices de
sangramento a sondagem, enquanto niveis maiores de IgG3 correlacio-
nam-se com condicdes clinicas compativeis com a periodontite crénica
moderada. (Trindade et al., 2007a)

Uma resposta imune humoral forte, com produc¢io de diferentes
isétipos de imunoglobulinas contra antigenos isolados de P. gingivalis,
tem sido demonstrada. Fatores de viruléncia, como as gingipainas, um
grupo de cisteina-proteinases especificas de arginina ou lisina — tam-
bém conhecidas como RgpA, RgpB e Kgp (Li & Collyer, 2011) —, con-
seguem induzir em individuos com diagnéstico de periodontite uma
resposta sérica de IgG, sendo que a subclasse IgG2, contra o complexo
proteinase-adesina RgpA-Kgp, estd associada ao aumento da gravidade
da doenga. (O’Brien-Simpson et al., 2000) Outro fator de viruléncia
de P. gingivalis, as fimbrias, importantes para a coloniza¢do bacteriana
(Moreno & Contreras, 2013), parecem estimular a producao de IgA no
fluido gengival. (Condorelli et al., 1998) O LPS de P. gingivalis, por sua
vez, tem a capacidade de induzir a producdo de IgA salivar, e o nivel sali-
var de IgA contra esse LPS pode estar relacionado a maior gravidade de
destruicao periodontal em individuos com diagndstico de periodontite
cronica. (Pudakalkatti & Baheti, 2015)

Por fim, HmuY, uma proteina responsavel pela captagido de fer-
ro na forma de heme por P. gingivalis, tem se mostrado uma molécula
imunogénica, com indugao de resposta sérica especifica de IgG, parti-
cularmente IgG1, em individuos com periodontite cronica. Essa glico-
proteina é promissora na investiga¢cao de individuos com esse tipo de
doenga periodontal, ja que aqueles sem a moléstia ndo foram capazes de
produzir os mesmos niveis dessa imunoglobulina em resposta a HmuY
quando os soros foram testados por Western blotting. (Trindade et al.,
2012b)
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Resposta imune celular contra antigenos de
Porphyromonas gingivalis

A proliferacao de linfécitos diante de desafios provenientes do bio-
filme dentario depende da cooperagio celular, com a participa¢do de
macréfagos, células de Langerhans, linfécitos T e linfécitos B. (Turvey
& Broide, 2010; Van Dyke & Van Winkelhoff, 2013) Dependendo da
maneira como o sistema imune estd sendo desafiado, a composi¢ao do
infiltrado inflamatério nos diferentes compartimentos da lesao perio-
dontal pode variar — mas é sabido que tanto as células T quanto as
células B estao presentes nos tecidos com periodontite. (Younes et al.,
2009) Além da propor¢ao entre essas duas subpopulagdes de linfécitos,
¢ importante conhecer seu estado de ativagdo (Amunulla et al., 2008),
ja que diferentes espécies bacterianas apresentam capacidades distintas
de ativagdo dessas células. (Huang & Gibson, 2014)

Fatores derivados de bactérias estimulam uma reacio inflamatéria
local e a ativagdo do sistema imune inato. Na resposta imune inata,
macréfagos e leucdcitos polimorfonucleares detectam o agente inva-
sor por intermédio de receptores de reconhecimento. Proteases e ou-
tras moléculas estruturais das bactérias interagem com receptores tipo
Toll (TLR), CD14, proteinas de dominio de ligagdo a nucleotideos de
oligomerizagdo (Node) e proteinas G (Madianos, Bobetsis, & Kinane,
2005), iniciando, assim, a via de sinaliza¢do. Essa a¢ao dispara o gatilho
de sinalizacao intracelular da resposta inflamatéria (Zelkha, Freilich, &
Amar, 2010), o que leva a produgio e liberagdo de citocinas pré-infla-
matérias. (Turvey & Broide, 2010) Em seguida, a ativacao de linfécitos
T inicia a imunidade adaptativa com resposta Th1, Th2, Th17 e células
T regulatérias (Treg), enquanto os linfécitos B participam desse proces-
so com a produgio de anticorpos. (Di Benedetto, Gigante, Colucci, &
Grano, 2013)

A ativagdo policlonal de linfécitos B promove a producao de anti-
corpos de baixa afinidade, resultando em deficiéncia na elimina¢do da
bactéria e persisténcia da destrui¢do tecidual. (Berglundh, Donati, &
Zitzmann, 2007) Entretanto, os linfocitos B se transformam em plas-
mocitos na presenca de linfécitos T CD4+, e essa intera¢ao pode poten-
cializar a resposta contra o patégeno, resultando em uma resposta mais
elaborada, com troca de classe e maturagao por afinidade (Matthews,
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Zheng, DiMenna, & Chaudhuri, 2014), além da produg¢ao de citocinas.
(Ohlrich, Cullinan, & Seymour, 2009)

Nesse contexto, as células mononucleares humanas respondem a
estimulos antigénicos de Porphyromonas gingivalis, especialmente o LPS
e a proteina HmuY, com aumento na produg¢ao das citocinas pré-rea-
bsortivas IL-1b e IL-6 (Trindade et al., 2012b; Trindade et al., 2013).
A presenca de antigenos somaticos de P. gingivalis, além dos citados
anteriormente, inibe a producao de IL-8, uma quimiocina cuja fungio
principal é o recrutamento de neutréfilos. Destarte, a incapacidade de
atrair neutréfilos para o local da infec¢ao pode facilitar a sobrevivéncia
do patégeno e determinar o inicio da doenga. (Bondy-Carey et al., 2013;
Bostanci et al., 2013)

Existem relatos da participagao de IL-33 (K&seoglu, Hatipoglu,
Saglam, Enhos, & Esen, 2015; Malcolm et al., 2015), IL-17 (Awang et
al., 2014; Cheng, Hughes, & Taams, 2014) e IL-18 (Banu et al., 2015;
Chitrapriya et al., 2015; Sanchez-Hernandez et al., 2011; Yee, Kim,
Alpagot, Duzgunes, Konopka, 2012; Yoshinaka et al., 2014) na destrui-
¢ao periodontal. Entretanto, o estudo dessa relagdo ainda é incipiente,
e alguns trabalhos nao encontraram associagao positiva entre os niveis
dessas citocinas nos tecidos periodontais e a periodontite. (Buduneli,
Ozcaka, & Nalbantsoy, 2012; Papathanasiou et al., 2014) Tardif, Ross e
Rouabhia (2004) verificaram expressao de mRNA e produ¢ao aumen-
tada de IL-1beta, mas ndo de IL-18, por fibroblastos gengivais apds es-
timulagao com LPS de P. gingivalis, sugerindo que a IL-18 ndo participa
desse mecanismo.

O microambiente da lesdo periodontal também pode conter IL-10,
que tem efeito em varios tipos celulares, incluindo células T, células B,
macréfagos, células NK, mastécitos e neutréfilos. Esses efeitos incluem
modulagio negativa da produgao de IL-1, IL-8, IL-12 e TNF-a e inibi-
¢ao da fagocitose. (Murray & Wilton, 2003) Treg (Cardoso et al., 2008;
Nakajima et al., 2005) e células Th17 (Ohyama et al., 2009; Schenkein
et al., 2010) tém sido demonstradas nos tecidos periodontais, aumen-
tando sua importancia na imunorregulacao da doencga periodontal. As
implicagdes clinicas desses estudos podem ser vistas na identificagao da
expressao génica de citocinas Th1/Th2 e Treg/Th17 no sangue periféri-
co e em transcriptomas salivares, que agora estao sendo testados como
possiveis marcadores de suscetibilidade a doenga. (Ohlrich et al., 2009)
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Considerac¢oes finais

Porphyromonas gingivalis, o principal agente etioldgico na perio-
dontite, é componente importante do microbioma oral e colonizador
altamente adaptado e capaz de se evadir dos sistemas de defesa do hos-
pedeiro e interferir nas relagdes entre outras espécies que compdem a
microbiota localizada no biofilme periodontal — induzindo, dessa forma,
a um processo inflamatdrio crénico, com perfil de pré-sobrevivéncia
celular e consequente dano tecidual, observado em individuos com pe-
riodontite cronica. Moléculas isoladas e purificadas de P. gingivalis tém
papel importante na imunopatogénese da periodontite cronica, atuan-
do tanto na imunidade inata quanto na adaptativa. A proteina Hmuy,
utilizada pela bactéria para a captacio de ferro, por ser altamente espe-
cifica, torna-se alvo promissor para estratégias terapéuticas e/ou diag-
néstico em sitios refratarios, assim como, para o acompanhamento da
terapia de manutenc¢io em individuos portadores de periodontite croni-
ca. Entretanto, sao necessarios mais estudos que demonstrem o papel
imunomodulador de HmuY nessa doenca.
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Receptores toll like (TLR) e a resposta
imune na atopia e asma brénquica

Emilia Maria Medeiros de Andrade Belitardo, Ricardo Riccio
Oliveira, Camila Alexandrina Figueiredo, Neuza Maria Alcintara Neves

Introducao

A prevaléncia de doencas alérgicas vem crescendo em todo o
mundo nos ultimos anos. (Global Initiative for Asthma [Gina], 2014;
Von Mutius, Weiland, Fritzsch, Duhme, & Keil, 1998; World Health
Organization [WHO], 2013) Nos paises desenvolvidos, o percentual é
superior a 20%; nos paises em desenvolvimento, a exemplo do Brasil,
a média percentual é semelhante a do paises ricos e industrializados.
(Solé et al., 2007) Em Salvador, dados da Pesquisa Nacional de Satide do
Escolar (PeNSE) reportam o percentual de escolares com sintomas de
asma — 18,8%, sendo esse valor semelhante a média mundial. (Barreto
etal., 2014) O aumento da prevaléncia das doengas alérgicas, segundo a
hipétese da higiene (Strachan, 1989, 2000), estaria associado a reduc¢ao
da exposi¢ao aos agentes microbianos na primeira infancia, resultado
do crescente processo de industrializagao e das melhorias das condi¢coes
sanitdrias e de higiene, além do uso indiscriminado de antibiéticos e do
acesso as campanhas de vacinagio, o que contribuiria para o aumento
da susceptibilidade e do desenvolvimento de doengas alérgicas.

Os mecanismos patogénicos das doengas alérgicas sao altamente
complexos, com intera¢ao de inimeros fatores e robusta associagao en-
tre a heranca genética e os fatores ambientais. (Bousquet et al., 2008;
Michels, Lukacs, & Fonseca, 2018) A atopia, principal responsavel pelo
desenvolvimento das doencas alérgicas, é caracterizada como uma sus-
ceptibilidade geneticamente determinada de produgao exagerada de IgE
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em resposta a antigenos comuns — inécuos para os individuos nao ato-
picos (alérgenos) — denominada hipersensibilidade. (Johansson et al.,
2004) A asma atdpica (ou alérgica) apresenta como principal aspecto a
presenca de IgE especifica para alérgenos e um desequilibrio na balanca
da condugdo da resposta imunoldgica, com polarizagdo para o perfil
Th2 e presenca de inflama¢ao com predominio de eosinéfilos (Barnes,
2008; Diamant et al., 2010; Finkelman, Hogan, Hershey, Rothenberg,
& Wills-Karp, 2010); esta é denominada reagio de hipersensibilidade
tipo I. Esse fendtipo de asma é mais estudado e predomina nos paises
desenvolvidos. (Cooper, Rodrigues, Cruz, & Barreto, 2009; Weinmayr
et al., 2007) Como exemplo, achados entre as criancas da cidade de
Salvador, Bahia, mostram que a fracdo com asma atribuivel a atopia foi
de apenas 24,5% (Cunha et al., 2010), sugerindo a presenca frequente
da asma nao atdpica nessa populagio. Uma gama de mecanismos pa-
rece estar envolvida no desenvolvimento da asma ndo atdpica, a qual
pode apresentar carater misto de resposta, como a presenca das células
Th2 e Th17, ou auséncia de resposta Th2 e predominio de inflamagao
neutrofilica. (Sterk & Lutter, 2014)

Os receptores toll like (TLRs) sao os principais receptores de reco-
nhecimento de padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs),
podendo se apresentar de forma homodimera e heterodimera. Eles es-
tao presentes nas células apresentadoras de antigenos, como os macré-
fagos, nas células dendriticas (CD) e nas células B, além das células T
e epiteliais, dos neutréfilos e das células natural killer. (Kumar, Kawai,
& Akira, 2009; Michels et al., 2018; Reijmerink et al., 2010) Os TLRs
possuem como fun¢ao o reconhecimento de PAMPs de bactérias, virus
e fungos; com a posterior ligacao entre PAMPs e TLRs, inimeras cas-
catas internas de sinalizagio sao ativadas nas células detentoras desses
receptores, produzindo agdes imunoldgicas diretas e indiretas. (Athari
et al., 2017; Méansson Kvarnhammar, Tengroth, Adner, & Cardell, 2013;
Michels et al., 2018; Sandig & Bulfone-Paus, 2012)

Inimeros sao os trabalhos, na altima década, que buscam com-
preender os mecanismos imunolégicos envolvidos na asma brénqui-
ca, com aten¢do para a atua¢io da imunidade inata — iniciando-se no
entendimento do mecanismo de reconhecimento dos PAMPs e produ-
¢ao de resposta pelos seus receptores e na possibilidade de, durante o
desencadeamento do processo alérgico e asmatico, alteragdes nesses
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mecanismos serem responsaveis pelo surgimento e gravidade da do-
enca. (Athari et al., 2017; Barboza et al., 2013; Dong, Li, Wang, & Li,
2009; Supajatura et al., 2012; Tanaka et al., 2009) Outros estudos foram
desenvolvidos, no intuito de encontrar novos alvos terapéuticos e profi-
laticos; como exemplo, temos a utilizagdo dos agonistas dos TLRs como
adjuvantes na produc¢do de vacinas. (Dong et al., 2016; Kline, 2007;
Maheaswari, Sivasankar, & Subbarayan, 2014)

Fisiopatologia da atopia e da asma brénquica

Os mecanismos fisiopatogénicos da asma e da rinite alérgica sao
altamente complexos, com intera¢do de uma multiplicidade de fato-
res e forte associagdo entre background genético e aspectos ambientais.
(Bousquet et al., 2008; Ciprandi, Tosca, Silvestri, & Ricciardolo, 2017;
Von Mutius, 2009; Scholtens et al., 2014) A presenca de atopia foi por
muito tempo considerada o fator-chave para o desenvolvimento das
doengas alérgicas respiratdrias. (Von Mutius, 2009) Entretanto, com
o descobrimento de células epiteliais e da imunidade inata agindo na
iniciacao da asma e levando a uma reagao semelhante aquela promovi-
da pelas citocinas do perfil Th2, assim como a identificagao das células
Th-17, esse paradigma estd sendo revisto — como pode ser verificado na
Figura 1 e no decorrer deste texto.

Atopia é a susceptibilidade, determinada pelo background genético
do individuo, de se sensibilizar e produzir anticorpos do isotipo IgE em
resposta a antigenos comuns, inécuos para os individuos nio atépicos.
Esses antigenos sao reconhecidos como alérgenos. (Johansson et al.,
2004)

A asma brénquica é uma doenga crénica caracterizada pela inten-
sa inflamac¢ao das células epiteliais, metaplasia das células mucosas,
disfun¢do do musculo liso e continuo processo de remodelamento das
vias aéreas. O remodelamento ¢é descrito pela alta proliferacao celular,
aumento da deposi¢cao de matriz extracelular, angiogénese e espessa-
mento da membrana basal. A continua exposi¢ao ao alérgeno induz a
persisténcia da doenca, com aumento da hiper-reatividade bronquica,
continuidade do processo de remodelamento das vias aéreas com fi-
brose do tecido pulmonar e aumento da suscetibilidade do individuo
as exacerbagOes da sintomatologia. (Frieri, 2014; Newcomb & Peebles
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Junior, 2013) Clinicamente, a doenc¢a se manifesta com sibilancia, falta
de ar, aperto no peito e tosse seca (Barnes, 2008; Ciprandi et al., 2017;
Newcomb & Peebles Junior, 2013); ela apresenta varios fendtipos clini-
cos que diferem em gravidade, histéria natural e resposta a terapéutica.
(Wagener et al., 2014)

Dentre os fenétipos, numa classificagdo simplista, a asma pode
ser categorizada como alérgica/atépica ou nao alérgica/nao atdpica
(Beasley, 2000; Raedler et al., 2015), sendo mais recentemente qualifi-
cada como asma Th2 alto (atépica) e Th2 baixo (n3o atépica). (Sterk &
Lutter, 2014; Woodruff et al., 2009) Estudos publicados posteriormen-
te foram ainda mais abrangentes, classificando a asma em trés fenéti-
pos: um predominantemente Th2, um misto Th2/Th17 alto e um Th2/
Th17 baixo. (Irvin et al., 2014; Liu et al., 2017)

O processo alérgico é desencadeado apds uma sensibiliza¢ao ini-
cial, em que o processamento dos alérgenos pelas CD e a exposi¢ao as
células T promovem a diferenciagdo e polarizagdo destas para o perfil
Th2. Elas irdo produzir as citocinas IL-4 e IL-13 que atuardo sob as célu-
las B - que, apds diferenciacdo, produzirao imunoglobulinas do isotipo
E especificas para alérgenos, além da IL-5, que vai ativar eosinéfilos. As
IgE se ligam a seus receptores de alta afinidade (FceRI), principalmente
quando em ligagdo cruzada com os alérgenos presentes nos basoéfilos
e mastdcitos, induzindo a degranula¢ao dessas células e a liberagio de
mediadores quimicos e moléculas pré-inflamatérias, como histamina,
prostaglandinas, leucotrienos, metabdlitos do acido araquiddnico, fator
de ativagao plaquetdria, 6xido nitrico e citocinas. Ligam-se também ao
receptor IgE de baixa afinidade (FceRII ou CD23) presentes nas células
B, amplificando, desse modo, as respostas imunes celulares e humorais
encontradas nas alergias e na asma atdpica. (Barnes, 2008; Diamant et
al., 2010; Finkelman et al., 2010; Holgate, 2012; Raedler et al., 2015)
Os mediadores liberados por essas células atraem outras do sistema
imune, principalmente eosindfilos, desencadeando lesao tecidual, que
culmina em estreitamento das vias aéreas, fibrose e remodelamento
brénquico. (Barnes, 2008; Finkelman et al., 2010)

Estudos tém demonstrado a participa¢ao do epitélio brénquico na
asma com a produc¢ao de thymic stromal lymphopoietin (TSLP), que age na
ativacdo de CD e indugdo da resposta Th2, além da diferenciacdo das
células T no perfil Th17. (Tanaka et al, 2009; Ziegler & Artis, 2010) O
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mecanismo estaria relacionado a similaridade funcional e estrutural do
TSLP com a familia das citocinas hematopoiéticas, destacando a IL-7.
Além disso, sabe-se que o receptor do TSLP (TSLPR) é um complexo
heterodimero e que sua funcionalidade depende da cadeia o do recep-
tor da IL-7 (IL-7Ra) — que, pelas vias STAT5 e Jak quinases, induziria
o desenvolvimento e proliferacdo de células T e B. (Park et al., 2000;
Ziegler & Artis, 2010) Além disso, na presenca de alguns virus (ago-
nistas de TLR3), a unido entre TSLP e 4cido ribonucleico (RNA) viral
induziria a produgio de IL-23 e a diferencia¢ao de células T virgens no
perfil Th17, sem, no entanto, interferir no desenvolvimento da resposta
Th2. (Tanaka et al, 2009)

A IL-33, é uma citocina da familia da IL-1 expressa em varios 6r-
gdos, como pele, pulmao e sistema nervoso, e é produzida por célu-
las endoteliais e epiteliais, fibroblastos e células musculares lisas; sua
producio e a¢do estariam relacionadas ao agravamento dos quadros de
asma atdpica, incluindo remodelamento e hiperresponsividade das vias
aéreas (Nabe, 2014), em virtude de suas atividades sobre células da
imunidade inata e adquirida. Os basdfilos, eosinéfilos, macréfagos, as
células Th2 e as células linfoides inatas tipo 2 (ILC2s) expressam na sua
membrana celular, o ST2, o receptor para a IL-33 e resposta a agdo da
IL-33 produzem IL-5 e IL13. (Nabe, 2014; Nakae et al., 2013; Schmitz
et al., 2005)

Na asma niao atdpica, os testes cutdneos sao negativos para alér-
genos especificos, e os niveis séricos da IgE total apresentam resultado
normal ou baixo. Também chamada de asma intrinseca, a asma nao
atdpica, a principio, era considerada como doenga de adultos; entre-
tanto, alguns estudos, inclusive de nosso grupo, tém demonstrado que
esse fendtipo também ocorre em criangas. (Cunha et al., 2010; Pereira
et al., 2007) Os sintomas da asma nio atdpica sio induzidos por gati-
lhos inespecificos, e os mecanismos fisiopatolégicos ainda nao foram
bem definidos, parecendo ser multiplos. (Peters, 2014) Dentre os fa-
tores desencadeantes da asma nio atdpica/alérgica, estdo a poluigio
do ar (ozo6nio, fumaga de cigarro e particulas do diesel), os exercicios
fisicos, a infeccdo viral, o estresse e a obesidade. (Kim, Dekruyff, &
Umetsu, 2010) Na populagao de estudo do projeto Mudanga Social,
Asma e Alergia na América Latina (SCAALA), Barreto et al. (2010) ob-
servaram que a asma nao atdpica estava associada a asma parental e a

91



fatores ambientais e sociais, como pobreza, sujeira, precarias condi¢des
sanitarias, reduzido nivel de escolaridade materna e outros marcadores
de baixo nivel socioeconémico, assim como a frequéncia em creches.

Com as recentes pesquisas em imunidade inata e a¢ao das células
endoteliais e epiteliais, além da descoberta das células iNKT e das cé-
lulas linfoides inatas (ILC), vem se constatando a participagdo destas
células tanto no processo de aumento da gravidade da asma atdpica
(Barning et al., 2013; Jonckheere, Bullens, & Seys, 2019; Sherkat et al.,
2014; Yu, Kim, Chang, DeKruyff, & Umetsu, 2014) quanto como possi-
vel mecanismo da asma nao atdpica. (Jonckheere et al., 2019; Yu et al.,
2014) Além disso, os fenétipos mais graves de asma, menos responde-
dores aos broncodilatadores e corticosteroides, estariam associados a
presenca de células Th17 e a produgdo de citocinas deste perfil (IL-17A,
IL-17F IL-22 e IL21), que induziriam aumento da inflamagao das vias
aéreas, com padrao celular predominante de neutréfilos, do remodela-
mento brénquico, em virtude do numero crescente de fibroblastos, e
da contratilidade, proliferagao e sobrevivéncia do musculo liso das vias
aéreas. (Evasovic & Singer, 2019; Newcomb & Peebles Junior, 2013).

Assim, as recentes descobertas sugerem a existéncia de trés perfis
classicos de pacientes asmaticos: 1) o atdpico classico, agora chamado
de alto Th2, com alta produgao de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, secre-
¢ao de IgE e predominio de eosindfilos; 2) o nao atépico, denominado
Th2 baixo, que pode apresentar resposta imunoldgica com citocinas de
perfil Th1 e Th17, predominio de IL-17A, presenca aumentada de neu-
tréfilos e baixa relagio Th2/Th17; e 3) o de carater misto, apresentando
tanto o perfil Th17 quanto a inflama¢ao mediada por Th2. (Evasovic &
Singer, 2019; Liu et al., 2017; Newcomb & Peebles Junior, 2013; Sterk
& Lutter, 2014) As células Th17 n3o sao uma linhagem estavel; tendo
por base os mecanismos de epigenética, a intera¢do entre os fatores
de transcri¢do e o microambiente de citocinas, elas podem expressar
citocinas encontradas nos perfis celulares Th1l ou Th2. (Muranski &
Restifo, 2013)
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Os receptores do tipo toll like: estrutura e
cascata de sinalizacao

Os receptores toll like e seus agonistas

A interagdo entre a imunidade inata e a adquirida é um dos meca-
nismos para a instalagao de uma resposta imune efetiva — e, para tanto,
as CD possuem papel central nessa interface. As dendriticas sao células
acessoérias imunes derivadas da medula 6ssea e encontradas em tecidos
epiteliais e linfoides. Sao divididas em dendriticas mieloides (mDC) e
plasmocitoides (pDC), consideradas as principais células apresentado-
ras de antigenos e responsaveis pela ativacao de linfécitos T virgens.
(Akira, Takeda, & Kaisho, 2001; Kucuksezer et al., 2012) As CD pos-
suem plasticidade funcional quando diferenciadas, podendo promover
o desenvolvimento de resposta Th1, Th2 e Th17 ou de células T regula-
térias (Treg); o que direciona o perfil da resposta é o tipo do antigeno, a
dose e o microambiente na ocasido da apresentagao antigénica. (Flatow
& Barbuto, 2012)

Receptores de reconhecimento de padrSes (PRRs) expressos em
células imunes — como mastécitos, células natural killer (NK), células B,
células T, neutrdfilos, macréfagos e, em especial, CD - identificam e res-
pondem aos componentes microbianos especificos, chamados PAMPs
ou padrdes moleculares associados a danos (DAMPs). (Bezemer et al.,
2011; Dong et al., 2016; Kawai & Akira, 2009) Seguindo-se ao reco-
nhecimento dos PAMPs e DAMPs, uma reacao imune é desencadeada,
com o intuito de proteger os hospedeiros contra a infec¢ao ou o dano
nos tecidos. (Kumagai & Akira, 2010) Um dos principais receptores de
reconhecimento de PAMPs da resposta imune inata é o TLR (Dong et
al.,, 2016).

Até o presente momento, sao conhecidos 13 TLRs entre os ma-
miferos, sendo 12 deles encontrados em seres humanos e 12 em ca-
mundongos. Nas duas espécies, s3ao comuns 11 TLRs (TLR1-TLRY e
TLR11-TLR12). No entanto, enquanto os TLR1-TLR10 sdo funcionais
em humanos, os TLR11-TLR12 nao sao funcionais e o TLR13 n3o exis-
te no genoma dessa espécie. (Andrade et al., 2013; Korppi & Térménen,
2019; Pandey, Kawai, & Akira, 2014; Skevaki, Pararas, Kostelidou,
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Tsakris, Routsias, 2015) Dependendo das moléculas que sio capazes
de reconhecer, os TLR podem estar localizados na membrana celular
(TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6), reconhecendo antigenos livres no
ambiente extracelular, ou dentro das células, nos compartimentos en-
dossomais, lisossomais e no reticulo endoplasmatico (TLR3, TLR7,
TLRS, TLR9, TLR11, TLR12 e TLR13), identificando 4cidos nucléicos
que foram internalizados; podem ainda estar em condig¢bes especiais,
como doengas autoimunes, reconhecendo acidos nucléicos proprios.
(Kawai & Akira, 2009; Pandey, Kawai, & Akira, 2014; Skevaki et al.,
2015) O TLR10 é o menos caracterizado dos receptores, com limitadas
informagdes sobre agonista, localizagao e fungio, muito pela auséncia
de um modelo em camundongo — pois, nesse mamifero, o TLR10 é um
pseudogene. (Lee et al., 2018; Skevaki et al., 2015)

Os TLRs funcionam principalmente como homodimeros, excetu-
ando a subfamilia do TLR2, constituida por TLR1, TLR2, TLR6 e TLR10
(Sandig & Bulfone-Paus, 2012; que formam heterodimeros e atuam
como correceptores no reconhecimento de lipoproteinas e lipopeptide-
o0s. N3o estd claro se o TLR10 atua como correceptor com 0s receptores
TLR1, TLR2 e TLR6. (Koponen et al., 2014; Mikacenic, Reiner, Holden,
Nickerson, & Wurfel, 2013) Entretanto, apesar de o TLR10 nao possuir
especificidade do ligante, alguns resultados sugerem que se trata de um
receptor com capacidade imunomodulatéria e a¢ao anti-inflamatoéria.
(Oosting et al., 2014) Foi sugerido que o TRL10 cooperava com TLR2
no reconhecimento de lipoproteinas, mas falhava em ativar a sinaliza-
¢ao induzida por TLR tipica, incluindo a ativagiao do fator nuclear xB
(NF-xB) (Guan et al., 2010) Contrapondo-se a esses dados, Lee et al.
(2018) demostraram que o dsRNA é um possivel ligante para a detec-
¢ao e sinalizacdo de TLR10 e sugerem que, além da sensibilidade aos
nucleotideos, o TLR10 sequestra dsSRNA do TLR3 para regular a sinali-
zag¢ao do IFN no sistema imune inato.

Dentre outros ligantes, o TLR4 ¢é ativado pelo lipopolissacarideo
(LPS), um componente lipidico da parede celular externa de bactérias
Gram-negativas. (Sukkar et al., 2006) O TLR5 reconhece principalmen-
te a proteina flagelina, que é um componente estrutural do flagelo das
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. O TLR3 pode ser ativado
pelo acido poliinsinico-policitidilico, (Poli (I: C) ou Poli (rI): Poli (rC)),
andlogo sintético da dupla fita viral de RNA (dsRNA). TLR7 e TLR8
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mediam respostas para RNA de cadeia simples (ssRNA) viral, tendo
como correspondentes sintéticos as substancias imiquimod (R-837) e
resiquimod (R-848). TLR9 responde a DNA bacteriano e viral, conten-
do motivos CpG nao metilados. (Mansson Kvarnhammar et al., 2013;
Sandig & Bulfone-Paus, 2012; Skevaki et al., 2015)

Cascata de sinaliza¢ao dos TLR

Os TLRs, estruturalmente, sao constituidos por glicoproteinas de
membrana que possuem repeti¢des ricas em leucinas e flanqueadas por
motivos ricos em cisteina nas regides extracelulares, zona de ligacao
com os patdgenos; internamente, possuem dominio de homologia com
o receptor toll de IL-1 (TIR) em suas caudas citoplasmaticas. (Athari et
al., 2017; Kawai & Akira, 2009; Maheaswari, Sivasankar, & Subbarayan,
2014; Pandey, Kawai, & Akira, 2014)

Para a realizagio da cascata sinalizadora e ativacdo dos genes en-
volvidos na resposta imune, é necessaria a presenca de dominios intra-
celulares do tipo TIR contendo as proteinas adaptadoras (MyD88, fator
de diferenciagao mieloide 88; TIRAP, receptor toll de IL-1 contendo uma
proteina adaptadora; TRIF, adaptador indutor de interferon 3; e TRAM,
molécula adaptadora TRIF relacionado) e fatores de transcricio (NF-
kB, fator nuclear kB; AP-1, proteina ativadora 1; e IRF 3 e 7, fatores
de resposta ao interferon 3 e 7). (Kawai & Akira, 2009; Maheaswari,
Sivasankar, & Subbarayan, 2014) A Figura 2, demonstra a cascata de
sinalizacio envolvida na ativacao dos TLRs.

Na maioria dos TLRs, o inicio da sinalizacdo é dependente do
MyD88, que promove o recrutamento das cinases 1, 2 e 4. Essas en-
zimas ativam o receptor de IL-1 - IRAK 1,2 e 4, associado a familia do
receptor do fator de necrose tumoral 6 (TRAF-6) —, promovendo como
desfecho a ativagdo de NF-kB e AP-1, com consequente produc¢io de
citocinas inflamatérias, quimiocinas e moléculas de adesiao endotelial.
Nos TLR 7, 8 e 9, é ativado outro fator de transcri¢ao além do NF-kB:
o IRF7, indutor da produgao dos interferons tipo I e III, citocinas res-
ponsaveis pelo desenvolvimento de respostas imunes inatas antivirais.
O TLR3, é um receptor independente de MyD88; sua sinaliza¢ao ¢ ini-
ciada pelo TRIF e ativa os fatores de transcricdo NF-kB e IRF3, que
promovem a produgao de citocinas inflamatoérias interferon do tipo I e

95



III, respectivamente. O mecanismo de sinalizagdo do TLR4 ocorre por
dois mecanismos, a via independente de TRIF e a via dependente de
MyD88, sendo capaz de produzir respostas de acordo com a ativagao
dos fatores de transcri¢ao IRF3 e NF-kB, respectivamente. (Dong et al.,
2016; Kawai, & Akira, 2009; Maheaswari, Sivasankar, & Subbarayan,
2014; Pandey, Kawai, & Akira, 2014)

Mecanismos de atua¢ao dos TLR na atopia e
asma bronquica

A ativacdo dos TLRs tem sido associada a fisiopatologia das doen-
cas respiratérias, dentre elas a asma. Além disso, as infec¢des respira-
térias desencadeadas por bactérias ou virus por meio desses receptores
podem promover tanto a preven¢ao como a exacerba¢ao dessa enfermi-
dade. (Médnsson Kvarnhammar et al., 2013)

A Figura 3 sumariza os mecanismos imunolégicos envolvidos na
asma brdénquica, com destaque para as maltiplas ferramentas que en-
volvem a imunidade inata, ressaltando o envolvimento dos TLRs na
fisiopatologia e exacerba¢io da doenca pela reducao da capacidade anti-
viral, da indugio da capacidade pré-inflamatéria e da agio quimiotaxica
desses receptores. Os mecanismos envolvendo os TLR s3o discutidos
ao longo do texto.

Subfamilia TLR2

Os TLR2/1 e TLR2/6, sdo heterodimeros capazes de impedir o
equilibrio Th1/Th2 e desviar o sistema imune para uma resposta Th1.
(Kormann et al., 2008) Em estudos experimentais, observou-se que re-
alizar o tratamento intratraqueal de camundongos asmaticos, sensibi-
lizados com ovalbumina (OVA), utilizando o agonista do TLR2/6 em
combinagdo com a citocina de perfil Th1, o IFN-y, resultou na redugio
da hiperresponsividade, da eosinofilia e do perfil de citocinas Th2 (IL-
5 e IL-13) no lavado bronquioalveolar (BAL) dos camundongos. Além
disso, quando o tratamento foi realizado utilizando o agonista sintético
de TLR2/1, os resultados foram semelhantes aos do que usou TLR2/6,
apresentando reducdo da hiperresponsividade das vias aéreas, das ci-
tocinas de perfil Th2 (IL-4; IL-5) e dos eosindfilos. (Patel et al., 2005
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apud Fuchs & Braun, 2008; Weigt et al., 2005) Coerente com esse acha-
do, um agonista do TLR2/6 reduziu a infiltracao eosinofilica em um
modelo murino de inflamagio alérgica crénica das vias aéreas, no qual
camundongos Balb/c foram sensibilizados de forma intranasal com os
antigenos de pdlen de gramineas. (Fuchs et al., 2010)

TLR4

A ativagdo de mastécitos e a secrecao subsequente de citocinas
pré-inflamatérias e quimiocinas sio diretamente induzidas por ago-
nistas de TLR. (Sandig & Bulfone-Paus, 2012) Em mastécitos de ca-
mundongos estimulados com LPS (agonista de TLR4) e peptidoglicano
(PGN, ligante de TLR2), observou-se diferencas significativas quanto a
producao de resposta imune; a ativagao de TLR4 estimulou a produg¢ao
das citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6, e IL-13, estando associada a prote¢io
contra a infecgdo por bactérias Gram-negativas. Ja a ativacdo de TLR2
com PGN induziu a degranula¢do de mastécitos e producao das citoci-
nas TNF-q, IL-6, IL-4, IL-5 e IL-13, associando-se a rea¢Oes agudas e
tardias de hipersensibilidade tipo I, bem como exacerbando as lesdes
inflamatoérias da dermatite atdpica, quando infectadas por Staphylococcus
aureus. (Supajatura et al., 2002)

O papel do agonista de TLR4 tem sido continuamente estudado na
asma alérgica, sendo proposto que é a dose de LPS que determina qual
tipo da resposta imune (Th1 ou Th2) serd induzida. Em estudo condu-
zido em camundongos, a combinagao do alérgeno OVA com uma baixa
dose de LPS reforcou a inflamagio pulmonar eosinofilica e neutrofilica,
acompanhada por niveis elevados de citocinas Th2, como: IL-4, IL-5 e
IL-13, além de hipersecre¢cao de muco nos animais asmaticos. A dose
elevada de LPS, em contrapartida, induziu uma resposta do tipo Thl,
com recrutamento dos neutroéfilos para o tecido pulmonar, auséncia de
secre¢cdo de muco das vias aéreas e aumento dos niveis de IFN-y no la-
vado bronco-alveolar. (Dong et al., 2009)

Ao se comparar o modelo de asma induzido pelo 4caro Blomia tro-
picalis (Bt) e pela OVA com posterior exposi¢ao ao LPS e ao agonista de
TLR2 (Pam3CSK4), observou-se alteraciao no perfil celular da inflama-
¢ao, com diminui¢ao do influxo de eosindfilos e aumento da afluéncia
de neutroéfilos para as vias respiratérias no modelo sensibilizado com
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os alérgenos de Bt, mais caracteristico do perfil de inflamag¢ao Th17, e
reducdo da inflamag¢io no modelo induzido por OVA. Além disso, os re-
sultados sugeriram dupla sinalizagao, via TLR4 e TLR2, principalmente
pelo extrato de B. tropicalis, implicando uma complexa interacao entre
produtos bacterianos, alérgenos de 4caros e a via de sinalizagdo TLR.
(Barboza et al., 2013) A produgio ex-vivo de TNE IL-10 e IL-1B por
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) estimuladas por
LPS também foi significativamente menor em pacientes com asma, ao
mesmo tempo em que a expressao de TLR4 foi significativamente re-
duzida em mondcitos, linfécitos e CD em pacientes asmaticos quando
comparada com controles saudaveis. A redu¢ao da expressao e ativagiao
de TLR4 e consequentemente reducao da liberacao de citocinas IL-1f e
da citocina IL-10 poderia contribuir para explicar os mecanismos pato-
génicos envolvidos no processo asmdtico, como a manuten¢iao de uma
resposta com predominio do perfil Th2. (Lun, Wong, Ko, Hui, & Lam,
2009)

Para o tratamento e controle da asma bronquica, alguns estudos
clinicos tém sido realizados com a utilizacdo de agonistas de TLR4,
apresentando sucesso. (Casale, Kessler, & Romero, 2006; Rosewich,
Schulze, Fischer von Weikersthal-Drachenberg & Zielen, 2010;
Scichilone et al., 2011) No Reino Unido, o agonista de TLR4, monofos-
foril-lipideo A (MPL), derivado da Salmonella minnesota, é utilizado na
vacina para alergia Pollinex Quattro (Allergy Therapeutics, Worthing,
Reino Unido) - ela ja estd na fase IV para rinite alérgica e na fase 1/
II para asma, tendo possibilitado melhora do quadro alérgico das vias
respiratérias superiores e inferiores, com redugao do estresse oxidativo
em asmaticos e indugdo de Treg. Além disso, o resultado tem sido man-
tido por mais de cinco anos. (Musarra, Bignardi, Troise, & Passalacqua,
2010; Scichilone et al., 2011)

TLR3

Existem fortes evidéncias sobre o papel funcional do TLR3 na pa-
togénese da asma grave. Foi demonstrado que o TSLP e o ligante de
TLR3 - Poly (I:C) — ativam as CD (CD11+), estimulando-as a produzi-
rem mais IL-23 e, com isso, fazendo com que haja maior diferenciagao
das células T CD4+ virgens em células Th17 e que a combinagao entre
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TLSP e ligantes de TLR3 nio interfiram no desenvolvimento da respos-
ta polarizada para o perfil Th2 — sugerindo que, na ativagiao das CD,
TSLP e ligantes de TLR3 podem atuar como facilitadores entre os me-
canismos de diferenciagdo e maturagao das células T virgens, células de
memoria e células T efetoras durante a inflamacao crénica das doencas
alérgicas. (Tanaka et al., 2009) As células Th17 formam um subcon-
junto unico de células CD4 produtoras de citocinas altamente inflama-
torias (IL-17 e IL-25); essas citocinas estao envolvidas em desordens
imunomediadas, dentre elas, a asma. Além disso, pesquisas demons-
traram que a ativacdo de TLR3 por dsRNA aumentou sua expressao e
provocou intensa expressao de CXCL8 (IL-8) e CCL20 (quimiocina 3-a
pré-inflamatéria de macréfagos) e GM-CSF (fator estimulador de colo-
nias de granuldcitos e macréfagos). CCL20 e GM-CSF podem desem-
penhar papel no recrutamento e maturagdo de CD imaturas. (Bezemer
et al.,, 2012) Corroborando a evidéncia de que o TSLP associado aos
TLR atua no mecanismo fisiopatolégico da asma grave, Ferreira et al.
(2012) mostraram que os TLR 2, 3, 4 e o TSLP estavam aumentados
nas vias aéreas de pacientes asmaticos que sofreram exacerbagio fatal
da doenga.

TLR5

Em cultivo de queratinécitos estimulados com flagelina, agonista
do TLR5, ocorreu indu¢do da producao de TSLP e das citocinas inflama-
térias TNE IL-6 e GM-CSE bem como das quimiocinas CCL2, CCL5/
RANTES, CCL20, CCL27, IL-8 e CXCL10. (Le et al., 2011) A flagelina
estd presente em bactérias Gram-negativas e, possivelmente, é encon-
trada na poeira doméstica, como ocorre com o LPS. (Howell et al., 2009;
Le et al.,, 2011) Assim, a disfun¢do da barreira epitelial em criancas
com dermatite atdpica, decorrente de disfun¢io genética ou exposi¢io
ambiental, quando expostas as bactérias Gram-negativas e a flagelina
poderiam iniciar ou exacerbar as respostas Th2 por meio da producao
de TSLP. (Le et al., 2011) Como contraponto, Lun et al. (2009) observa-
ram que pacientes asmaticos, em comparagao aos controles saudaveis,
apresentavam menor expressao de TLR5 e menor produg¢ao de IL-10 e
citocinas Th1, o que contribuiria para o desequilibrio na balanca Th1/
Th2 e o predominio da resposta alérgica nesses individuos.
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TLR7 e TLRS8

Intimeros trabalhos foram realizados com o intuito de verificar a
acao imunomodulatéria desses receptores intracelulares no mecanis-
mo da atopia e da asma bronquica. (Drake et al., 2013; Hackstein et
al., 2012; Kaufman, Fryer, & Jacoby, 2011; Quarcoo et al., 2004) Em
modelo experimental controlado por placebo, Hackstein et al. (2012)
observaram que a administra¢ao de imiquimod (agonista de TLR7) pela
pele promoveu aumento das CD respiratérias e das células NK e redu-
¢ao das células B. Além disso, apds estimulo com Klebsiella pneumonia e
administra¢do de agonista de TLR7, ocorreu redu¢ao de TNF e IFN-y,
a0 mesmo tempo em que se propiciou aumento da producio de IL-10
e IL-12. Corroborando os resultados, Kaufman, Fryer, & Jacoby (2011)
encontraram a¢ao broncodilatadora para o agonista de TLR7 em suinos
com hiper-responsividade bréonquica das vias aéreas induzida por ele-
troestimulagdo do nervo vago ou administracao de acetilcolina.

Camundongos Balb/c tratados com dose tnica de R848, utilizando
o modelo de asma experimental com OVA, apresentaram redugao de
linfocitos e eosinéfilos no BAL, além de diminui¢do na produgio de
citocinas Th2 e aumento de IFN-y e IL-12 no grupo tratado em rela-
¢do aos controles sensibilizados nao tratados. (Quarcoo et al., 2004)
Posteriormente, Camateros et al. (2007) observaram que o agonista
de TLR8 é capaz de prevenir a hiperplasia das células caliciformes e
aumento do musculo liso das vias aéreas.

Na busca de novos tratamentos para as doencgas alérgicas, os ago-
nistas de TLR7 (AZD8848) e TLR8 (VTX-1463) estao na fase II de
estudos clinicos de alergia respiratéria (AR), mostrando-se seguros e
apresentando efeitos benéficos, com reducao dos sintomas nasais para
adoenga. (Aryan, Holgate, Radzioch, & Rezael, 2014; Greiff et al., 2012;
Horak et al., 2011)

TLR9

O TLRY é um dos TLR mais extensivamente estudados no con-
texto da asma. (Kline, 2007; Kline, Kitagaki, Businga, & Jain, 2002;
Maheaswari, Sivasankar & Subbarayan, 2014; Zhang et al., 2007)
Ligantes de TLR9 (CpG ODN) se mostraram benéficos em roedores
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e em modelos de asma em primatas nao humanos (Kline, 2007; Kline
et al., 2002), assim como em alguns ensaios pré-clinicos. (Kline, 2007;
Maheaswari et al., 2014) Os motivos de CpG ODN ativam as células
NK por meio de estimulagiao das CD - e, com isso, induzem uma res-
posta Th1. Essa resposta é caracterizada pela producao de IFN-y, bem
como de IL-10 e IL-12, e contrabalanceia a resposta Th2 alérgica. Além
disso, o CpG DNA ¢ capaz de induzir a atividade das Treg na produ-
¢ao das citocinas regulatérias IL-10 e TGF-f, promovendo a regulagio
da atividade inflamatoéria, com reducio da atividade das células Th2.
(Kline, 2007)

TLR10

O gene TLR10 estd localizado no brago curto do cromossomo 4 e
codifica uma proteina com 811 aminodcidos, com estrutura apresentan-
do varias repeticdes ricas em leucina e cisteina, dominio transmembra-
na e um receptor de interleucina citoplasmatica de dominio 1. (Athari
et al., 2017) No entanto, como ja discutido anteriormente, informagdes
sobre localizacao, mecanismo de sinalizacio e fun¢cdes do TLR10 nao
estao bem esclarecidas. (Lee et al. 2018; Skevaki et al., 2015)

Nos estudos sobre polimorfismos, foram encontradas variagoes
genéticas no gene TLR10 no sistema respiratério. (Athari et al., 2017;
Lazarus et al., 2002) Além disso, as células B apresentaram expressao
aumentada do receptor TLR10. (Athari et al., 2017) Korppi e Términen
(2019) observaram que varia¢des nos genes de TLR1 e TLR10 foram
associadas ao aumento do risco de asma apds bronquiolite.

Resultados recentes demonstraram ainda a ac¢ao anti-inflamatéria
do TLR10, para o qual dsDNA seria um possivel agonista, induzindo
supressao na producao de IFN via MyD88 e IRF7, possivel sequestro
do dsDNA do receptor TLR3 e consequente inibicao da ativa¢do da via
inflamatoria do TLR3. (Lee et al., 2018)

TLR, infeccOes virais e exacerbacao da asma

Sabe-se que as exacerba¢des da asma podem estar associadas as
infec¢Oes virais que acometem as vias aéreas. Os virus sao indutores
da producao de INF-I e IFN-III, que promovem um estado antiviral.
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Estudos demonstraram que os individuos asmaticos possuem produgio
defeituosa e incipiente de IFN indutores do estado antiviral. O meca-
nismo da deficiéncia de produ¢ao dessa citocina ainda nao esta esclare-
cido. (Contoli et al., 2006; Sykes et al. 2012, 2013)

Os TLR3, TLR7, TLR8 e TLRY tém sido associados as respostas a
infec¢ao por virus em modelos animais por intermédio da indugao da
produgao de IFN tipo I e IEN tipo III. (Zhang et al., 2007) No entanto,
em um estudo realizado para se investigar o papel dos TLR 3, 4 e 7-9
na producdo de IFN do tipo I e III, ndo foram encontradas diferencas
na producao dessas citocinas entre asmaticos e ndo asmaticos apos es-
timulagao dos TLR. (Sykes et al., 2013) Mori et al. (2015) ao inves-
tigarem a intera¢do entre IL-17A e a sinaliza¢cdo de TLR3 em cultura
primadria de células epiteliais das vias aéreas, observaram que a IL-17A
e o Poly (I:C) atuaram sinergicamente na indugao da expressao de cito-
cinas pré-inflamatérias e quimiocinas (G-CSE IL-8, CXCL1, CXCL5 e
IL-1F9) — no entanto, nao verificaram inducao de proteinas da familia
do IFN antiviral.

Em modelo murino de asma alérgica, Starkhammar, Kumlien
Georén, Dahlén, Cardell e Adner (2015) avaliaram a coinfec¢do pro-
vocada pela presenca de virus e bactérias presentes nas exacerbagdes
da crise asmatica em seres humanos adultos. Para isso, os autores es-
timularam camundongos Balb/c com agonistas de TLR3 e TLR4 e ob-
servaram aumento da hiper-responsividade das vias aéreas, associado a
presenca de neutrdfilos, eosinéfilos e linfécitos no BAL. Quando o blo-
queador de TNF (infliximab) foi dado uma hora antes da administragao
dos agonistas de TLR, o aumento da hiper-responsividade bronquica foi
reduzido, sem efeitos sobre a presenca de células no LBA ou no pulmaio.

Considerac¢oes finais

A asma bronquica é uma doenga complexa, multifatorial e que
possui inimeros mecanismos imunopatolégicos, destacando-se atual-
mente o papel da imunidade inata. Como visto, os TLR atuam como
imunomoduladores dos processos alérgicos e da asma bronquica, em
alguns momentos promovendo a exacerbacdo do processo alérgico e
da gravidade da asma, como pela interposi¢io do agonista do TLR3
e TSLP. Em outros momentos, eles reduzem o processo inflamatério
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caracteristico da alergia e da asma, de forma que agonistas com agio
regulatéria, indutores da ativagao de Treg, estdo em fase clinica e pré-
-clinica de teste como adjuvantes de vacinas, a exemplo do agonista de
TLR4 (MPL) e do agonista de TLR9 (CpG ODN), e como novos farma-
cos para controle dos sintomas da rinite alérgica — a citar, os agonistas
de TLR7 (AZD8848) e TLR8 (VTX-1463).
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Figura 1 — Mecanismo de desenvolvimento da asma bronquica
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A fisiopatologia da asma parece envolver trés mecanismos: 1) a polarizagio
de resposta imune para o perfil Th2, ocorrendo produgao de citocinas IL-4,
IL-5 e IL-13, com participacao de IgE especifica, degranulagdo de mastécitos e
baséfilos e predominio de eosindfilos (asma atdpica classica); 2) participagio
predominante de resposta Th17, com produc¢io de IL-17A, IL-17F IL-21 e
IL-22 e presenca de neutrdfilos (provavel mecanismo da asma nao atdpica,
também associado ao aumento da gravidade da asma atépica); 3) a acao

da imunidade inata, em evidéncia por meio de liberagao de citocinas pelas
células epiteliais (TSLB, IL-33, IL-1p, IL-25 e IL-23) e ativacio e interagdo
entre as células iNKT e ILC.

A TSLP age sobre a ativagdao das CD e a indug¢ao de resposta Th2, além da
diferencia¢do de células T com perfil Th17. A citocina IL-33 tem atividade na
interacao entre iNKT e ILC, assim como nas células Th2. As iNKT e ILC, na
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presenca da IL-33 e IL-25, produzidas pelas células epiteliais, se diferenciam
em células com diferentes perfis, sejam as com resposta semelhante as
células Th2 e associadas a asma grave refrataria, sejam as induzidas por
IL-1pB e IL-23. As ILC apresentam o perfil Th17, com produgao de IL-17A,
estando associadas tanto ao aumento da gravidade da asma atépica quanto ao
mecanismo imunopatoldgico da asma nao atdpica.

CD = células dendriticas

IgE especifica = imunoglobulina E especifica
TLSP = linfopoetina estromal timica

iNKT = natural killer T invariante

ILC2 = células linfoides inatas tipo 2

ILC3 = células linfoides inatas tipo 3

Figura 2 — Representativa da cascata de sinalizagao envolvendo receptores celulares toll like

Dependentede MyD-88 Independente de MyDE8
TLR7,
F TLRS TLRZS1 TLRY TLRZ
TIRAP
MyDES
TRAM
| |immar

/L__. IRAK 4 -
IRTI TR.JFE /

IRF-7

IRF 3

AP-1  NF-kB

N pi -
IRE-7 |C|tDc|nasPru—|nﬂamatDrlas| -
T IfNTipolellf
i Micleo

Fonte: Adaptado de Maheaswari et al. (2014).

MyD88 = fator de diferencia¢ao mieloide 88

TIRAP = receptor Toll/interleucina-1 contendo proteina adaptadora
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TRIF = adaptador indutor de interferon f3

TRAM = molécula adaptadora TRIF relacionado
NEF-kB = fator nuclear kB

AP-1 = proteina ativadora 1

IRF 3 e 7 = fatores de resposta ao interferon 3 e 7
IRAK 1 e 4 = quinases 1 e 4

TRAF-6 = receptor do fator de necrose tumoral 6

Figura 3 - Sintese dos mecanismos imunopatolégicos envolvidos na asma brénquica,
acdo da imunidade inata e destaque para as agoes desenvolvidas pelos TLR
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Tabela 1 — Resumo dos principais trabalhos associando
agonistas de TLR com atopia e asma bronquica

Autores e ano de

Agonistas publica¢do

Desfecho encontrado

Fuks & praun 009, P £ Pklo mure o sonisa i e
TLR2/1 tel et al. (2005), Weigt et al. . promoveu redugao da per-resp o
(2005) vidade das vias aéreas, das citocinas de perfi

Th2 (IL-4 e IL-5) e dos eosindfilos.

Modelos murinos sensibilizados com OVA e
Fuchs & Braun (2008), Fu- antigenos de pdlen de gramineas, o agonista

TLR2/6 chsetal. (2010), Weigtetal. do TLR2/6, permitiram reduc¢do da hiper-
(2005) -responsividade, da eosinofilia e do perfil de
citocinas Th2 no BAL.
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TLR3

TLR4

TLR3 e TLR4

TLR5

TLR7

Tanaka et al. (2009)

Bezemer et al. (2012)

Supajatura et al. (2002)

Dong et al., 2009

Lun et al. (2009)

Barboza et al. (2013)

Musarra et al. (2010), Sci-
chilone et al. (2011)

Starkhammar et al. (2015)

Lun et al. (2009)

Le et al. (2011)

Drake et al. (2013), Hacks-
tein et al. (2012), Kaufman
etal. (2011)

TSLP + ligante de TLR3 ativam CDI11+,
de modo a produzirem mais IL-23 e, com
isso, maior diferenciagdio das células T
CD4+virgens em células Th17, sem interfe-
rir no desenvolvimento da resposta polarizada
para o perfil Th2.

A ativagdo de TLR3 por dsRNA aumentou sua
expressdo e provocou intensa expressio de
CXCL8 (IL-8), CCL20 e GM-CSE

Mastécitos de camundongos estimulados com
LPS promoveram a produgdo das citocinas
TNE IL-18, IL-6 e IL-13, que estava associa-
da a prote¢do contra a infec¢do por bactérias
Gram-negativas.

A dose de LPS determina qual é o tipo da res-
posta imune (Th1 ou Th2) que sera induzida.

A produgdo ex vivo de TNE IL-10 e IL-1f por
PBMC estimuladas por LPS foi significativa-
mente menor em pacientes com asma.

Foi observada dupla sinaliza¢do, via TLR4 e
TLR2, em modelo murino de asma com OVA
e extrato de Bt, além de diminuic¢do do influxo
de eosindfilos e aumento de neutréfilos para
as vias respiratérias no modelo de Bt.

O agonista de TLR4 (monofosforil-lipideo
A) ¢ utilizado na vacina para alergia Pollinex
Quattro. A vacina melhora o quadro alérgico
das vias respiratérias, com redugdo do estres-
se oxidativo em asmaticos e indugdo de Treg.

Em modelo murino de asma alérgica, obser-
vou-se aumento da hiper-responsividade das
vias aéreas, associado a presenca de neutré-
filos, eosindfilos e linfécitos no BAL. A admi-
nistragdo do bloqueador de TNF (infliximab)
reduziu o aumento da hiper-responsividade
bronquica.

Foi observado que pacientes asmadticos, em
comparagao aos controles saudaveis, apresen-
tavam menor expressiao de TLR5 e menor pro-
ducao de IL-10 e citocinas Th1.

Em cultivo de queratindcitos estimulados
com flagelina, ocorreu indu¢do da produgio
de TSLP citocinas pré-inflamatérias e quimio-
cinas.

O agonista promoveu aumento das CD respi-
ratérias e das células NK, reducao das células
B, das citocinas TNF e IFN-y e crescimento da
produgido de IL-10 e IL-12, além de agdo bron-
codilatadora.
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TLR8

TLR7 e TLR8

TLR3, TLR7,

TLR8 e TLR9

TLRY

TLR10

Quarcoo et al. (2004)

Greiff et al. (2012), Horak et
al. (2011)

Zhang et al. (2007)

Kline (2007), Maheaswari
et al. (2014), Zhang et al.
(2007)

Athari et al. (2017), Lazarus
et al. (2002), Korppi et al.
(2019)

No modelo de asma experimental com OVA,
houve redugio de linfécitos e eosindfilos no
BAL, além de diminui¢do na produgio de ci-
tocinas Th2.

TLR7 (AZD8848) e TLR8 (VTX-1463) estao
na fase II de estudos clinicos para AR.

Tém sido associados as respostas a infec¢ao
por virus em modelos animais (produg¢io de
IFN I e III).

Ativam as células NK por estimula¢do das CD
e induzem resposta Th1. Sdo capazes de indu-
zir a atividade das células Treg com produg¢ao
de IL-10 e TGF-B.

Foram encontradas variagbes genéticas no
gene TLRIO no sistema respiratorio e as va-
riagbes nos genes de TLR10 foram associados
com aumento do risco de asma apds bron-
quiolite.
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Impacto de polimorfismos em genes
imunorregulatdrios na asma e atopia

Valdirene Leao Carneiro, Tamires Cana Brasil, Cintia Rodrigues
Marques, Gerson Queiroz, Hellen Freitas, Regina Nascimento,
Hugo Bernardino Ferreira Silva, Bianca Sampaio, Milca de
Jesus Silva, Icanai Solon, Talita Santos, Thales Fonseca, Milena
Clementino, Ryan Santos Costa, Camila Alexandrina Figueiredo

Introducao: asma e atopia

A prevaléncia de asma e alergia, definida como predisposi¢iao a
producao de IgE (reagao de hipersensibilidade tipo I), vem crescendo
em todo o mundo. A Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS) estima que
20% da populagao mundial seja acometida por distirbios mediados por
IgE, como, rinite alérgica, asma alérgica, eczema, conjuntivite alérgi-
ca e anafilaxia. (World Health Organization [WHO], 2008) A asma,
em especial, afeta cerca de 334 milhdes de pessoas em todo o mundo,
apresentando importante impacto nos custos com saude, e constitui-se
como a principal causa de hospitalizagdes em crian¢as no mundo oci-
dental. (Bush, Kleinert, & Pavord, 2015)

De modo classico, a inflamagao das vias aéreas relacionada ao pro-
cesso alérgico é tipicamente eosinofilica e acompanhada do aumento de
citocinas da resposta imune tipo 2. Os individuos que apresentam esse
perfil sdo classificados como asmaticos atdpicos. A ativagao de respos-
tas aberrantes envolvendo citocinas imunolégicas tipo 2 em resposta a
antigenos inécuos desencadeia uma inflamagao crénica e um dano teci-
dual que caracterizam esses distirbios imunopatolégicos. (Brandtzaeg,
2010) As células T helper (Th)2 sao importantes tanto para a resposta
IgE especifica quanto para a resposta eosinofilica, que caracterizam as
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doengas alérgicas. (Fallon & Mangan, 2007) O papel da resposta imune
inata através das células linfoides inatas (ILC) e de citocinas, tais como
a interleucina (IL)-33 também vem sendo elucidado. (Kabata, Moro,
Koyasu, & Asano, 2015) As ILC2, apds estimulo por citocinas prove-
nientes do tecido epitelial, como a IL-25, a TSLP e a IL-33, produzem
citocinas da resposta imune tipo 2 (Halim, Krauss, Sun, & Takei, 2012;
Moro et al., 2010). Bartemes, Kephart, Fox e Kita (2014) demonstra-
ram que individuos asmaticos alérgicos apresentavam maior nimero
de ILC2 no sangue periférico em relagao a individuos saudaveis e com
rinite alérgica. As ILC2 também tém sido associadas a menores taxas de
remissao da asma alérgica na infincia e agravamento dessa doenga na
vida adulta. (Halim et al., 2012)

Avangos cientificos sobre a fisiopatologia da asma tém contribu-
ido para o entendimento de que nem sempre essa enfermidade tem
caracteristicas alérgicas (Perlikos, Hillas, & Loukides, 2015), sendo
eventualmente ligada a padrdes imunoldgicos nunca antes associados
ao envolvimento na ocorréncia dessa doenga — como a produgao de in-
terferon-gama (IFN-y) (Figueiredo et al., 2013) e IL-17. (Chesné et al.,
2014)

A asma nio alérgica (ou nao atdpica) inclui o subgrupo de pacien-
tes com asma nos quais a sensibiliza¢do alérgica ndo é observada. Esses
individuos apresentam teste cutidneo e/ou teste de IgE especifica para
aeroalérgenos com resultado negativo. A asma nao atdpica ocorre em
10% a 33% dos individuos com asma e tem um inicio mais tardio; é
normalmente mais grave do que a asma alérgica em muitos casos, e
esses individuos podem ser menos sensiveis a terapia anti-inflamatoéria.
(Van Vliet-Ostaptchouk et al., 2014) A resisténcia aos corticoides em
pacientes com asma grave parece ser dependente também de IFN-y.
Esses pacientes produzem maiores niveis de IL-17A e IFN-y quando
comparados com pacientes asmadticos respondedores ao tratamento.
(Chambers et al., 2015)

Estudos recentes tém identificado o envolvimento de linfécitos
Th17 na fisiopatologia da asma nao alérgica, tendo em vista sua impor-
tante fun¢ao na inflama¢ao mediada por neutréfilos e consequente le-
sao tecidual, contribuindo para uma melhor compreensao do processo
inflamatério relacionado ao fenétipo nao alérgico da asma. (Bousquet
et al., 2010)
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Dessa forma, a asma vem sendo considerada uma doenga comple-
xa, multimediada e com marcada heterogeneidade. Ferramentas para
classificar os diversos fenétipos individuais de asma vém sendo cada
vez mais estudadas, na tentativa de caracterizar os diferentes padrdes
de fatores indutores dos sintomas, as diferentes apresentagdes clinicas
da doenca e os diferentes marcadores inflamatérios envolvidos em cada
subfenétipo. A melhor caracterizagdo da asma ¢ fundamental para pre-
venir sua progressao e gravidade, bem como auxiliar na identificagdo de
novos alvos terapéuticos dessa enfermidade na tentativa de caracterizar
e prever a gravidade e progressiao da doenga, bem como a resposta ao
acompanhamento, além de ajudar a identificar novos alvos para o trata-
mento. (Bousquet et al., 2010)

Entretanto, seja qual for o padrao inflamatdrio relacionado ao pro-
cesso asmadtico, o controle de tais respostas é importante, sendo a re-
gulacdo imunoldgica componente essencial para tal. Assim, falhas na
organiza¢do e/ou manutencio dessa regulacao podem ser fatores deter-
minantes no processo saude-doenca.

Generalidades sobre imunorregulagao

Em cada microambiente, diversos elementos especificos sao conti-
nuamente regulados para manuten¢iao da homeostase do sistema imu-
noldgico. Varias popula¢des celulares estao envolvidas na manutengao
desse equilibrio e controle da resposta imune. Nesse contexto, as célu-
las T regulatérias (Treg) desempenham papel importante, sendo capa-
zes, em individuos saudaveis, de suprimir a ativacgio, a proliferacao e as
funcoes efetoras de células T CD4*, T CD8, natural killer (NK), NKT,
células B e células apresentadoras de antigenos (APC) in vitro e in vivo
(Figura 1).

Em 2001, as Treg foram, pela primeira vez, caracterizadas em hu-
manos como apresentando o fenétipo CD4+CD25"¢"7, o que compreen-
de de 1 a 2% das células T CD4~ circulantes. Essas células apresentam
funcio protetora em vdrias situagdes patoldgicas, modulando a resposta
imune diante de diversos agentes infecciosos, alérgenos, tumores, alo-
antigenos e autoantigenos. (Baecher-Allan, Brown, Freeman, & Hafler,
2001; Mills, 2004) Como marcadores dessas células, pode-se citar, além
da elevada expressao de cadeia alfa do receptor de IL-2 (CD25), o fator

119



de transcricao forkhead box P3 (FOXP3), o receptor da familia TNF indu-
zido por glucocorticoide (GITR) e o antigeno 4 associado ao linfécito T
citotoxico (CTLA-4). As células Treg apresentam como principais meca-
nismos supressores a producio de citocinas inibitérias, como a IL-10, o
fator de transformacio do crescimento beta (TGF-) e a IL-35, além da
capacidade de supressao mediada por contato célula-célula. (Sakaguchi,
Yamaguchi, Nomura, & Ono, 2008) Existem diversas subclasses de
Treg, podendo elas ser classificadas em duas populagdes principais: cé-
lulas Treg de ocorréncia natural (nTreg) e induzida (iTreg). As nTreg
estdo relacionadas a inibi¢ao da ativagio de varios subtipos celulares e
apresentam capacidade inibitéria com comprovado papel na regulagio
negativa da resposta imune contra antigenos exdgenos e autoantige-
nos. (Sakaguchi, Sakaguchi, Asano, Itoh, & Toda, 1995; Sakaguchi et
al., 2008) As iTreg sdo produzidas na periferia a partir dos linfécitos T
naive recém selecionados mediante contato com citocinas imunomodu-
latérias (IL-10, TGF-B), a partir de drogas imunossupressoras ou por
células apresentadoras de antigenos condicionadas por produtos mi-
crobianos. (Jonuleit, & Schmitt, 2003) De acordo com a hipétese da
higiene, a diminui¢do da exposi¢ao aos microrganismos, a melhoria das
condicOes de higiene, a utilizagdo de vacinas e o uso generalizado dos
antibidticos estao fortemente associados ao aumento das doencas alér-
gicas. (Yazdanbakhsh, Kremsner, & Van Ree, 2002)

Nosso grupo recentemente descreveu a primeira evidéncia em es-
tudo de base populacional do potencial regulador da IL-10. Nesse es-
tudo, foi verificado que criangas que vivem em regides com falta de
higiene (escassa coleta de lixo, falta de esgoto e falta de pavimentagio
das ruas) produzem menos citocinas Th1 e Th2 em cultura, sendo essa
supressao significantemente maior entre as criangas que produzem IL-
10 quando comparadas aquelas que ndo produzem IL-10, indicando
que esta molécula pode modular esse efeito. (Figueiredo et al., 2009)
A IL-10 pode ser produzida por numerosos tipos celulares, incluindo
macréfagos, células dendriticas e células B. (Dardalhon et al., 2008) E
reconhecida pela sua capacidade de inibir a ativagao e a fungao efetora
de células T, mondcitos e macroéfagos, incluindo a sintese de citocinas,
a regula¢do e/ou a diferenciagao de células B, células NK, linfécitos
T auxiliares e citotoxicos, mastdcitos, células dendriticas e endote-
liais (Moore, Waal Malefyt, Coffman, & O’Garra, 2001), controlando
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e reduzindo respostas imunes exacerbadas. (Figueiredo et al., 2009)
Estudos in vitro e in vivo com citocinas recombinantes e anticorpos neu-
tralizantes revelam atividades pleiotrépicas de IL-10 sobre células B, T
e mastoécitos (Go et al., 1990; Thompson-Snipes et al., 1991); ja estu-
dos experimentais tém sugerido uma possivel utilizagio terapéutica de
IL-10 em humanos para o tratamento de doencgas inflamatoérias. (Allan
et al., 2008) Alteragbes nos niveis de citocinas regulatérias — ndo sé a
IL-10, mas também a TGF-f — parecem possuir importante papel na
media¢ao de doencas inflamatérias. (Yazdanbakhsh et al., 2002)

Partindo-se do entendimento de que a presenca da regulagao imu-
nolégica — em especial, mediada por Treg — € essencial para o controle
das respostas imunes, é natural pensar que polimorfismos em genes
que codificam marcadores de células Treg, como as citocinas IL-10 e
TGF-B e o fator transcripcional FOXP3, poderiam estar associados ao
desenvolvimento de doencas imunomediadas, como a asma. Dessa ma-
neira, o estudo do impacto de tais polimorfismos nos sintomas ou na
gravidade da asma podera contribuir para um melhor entendimento da
patogénese da doenca, tendo em vista a ado¢ao de medidas preventivas
e de intervencdo terapéutica.

Polimorfismos em genes imunorregulatérios

Mutagdes ou polimorfismos consistem em variagdes na sequén-
cia de nucleotideos em regides codificantes ou nio codificantes. (Crow,
2000) Mutagdes sao eventos raros e frequentemente associados a al-
teracdes que podem levar ao surgimento de doencas. Polimorfismos
sdo variagOes mais frequentes no genoma, que nio levam diretamente
ao surgimento de uma enfermidade — embora, em alguns casos, pos-
sam se associar ao surgimento de doencas complexas. (Jeffreys, 1993)
Polimorfismos em sequéncias génicas podem ter efeitos bioldgicos, im-
pactando diretamente na expressdo e fun¢ao de proteinas, podendo,
dessa forma, associar-se ao surgimento de diversas doen¢as. Em geral,
as sequéncias génicas sio formadas por éxons (regides codificantes)
e introns (regides nao codificantes); as primeiras contém informacgoes
utilizadas no processo de tradugdo para a forma¢ao de uma proteina.
O tipo de polimorfismo mais frequente é conhecido como polimorfis-
mo de um unico nucleotideo (SNP), podendo se associar a diferencas

121



individuais e fenotipicas. (Jeffreys, 1993) Além disso, polimorfismos
em genes que codificam citocinas ou receptores de citocinas podem
afetar a produc¢io ou fun¢io dessas proteinas, podendo influenciar no
desenvolvimento de diversas doengas. (Marques et al., 2015) A seguir
apresentamos os principais genes imunorregulatérios, seus princi-
pais SNP e o impacto destes na ocorréncia de asma e outras doengas
alérgicas:

IL-10

A expressao de IL-10 é regulada por mudangas estruturais na cro-
matina do seu lécus. Esse remodelamento parece ser um evento inicial
que conduz a sua produgio — contudo, sinais adicionais s3o requeridos
para elevar os niveis de transcri¢ao dessa citocina. (Chang et al., 2007;
Saraiva et al., 2005) O gene da IL-10 estd localizado no cromossomo 1,
regido 1q31-1g32, ao longo da qual ja foram identificados varios SNB
registrados no banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Os polimorfismos na regido promotora do gene
da IL-10 podem determinar sua produ¢do em niveis mais baixos ou
mais altos, em resposta a diferentes estimulos. Como consequéncia,
esses polimorfismos podem influenciar na susceptibilidade a doengas
inflamatérias, bem como em sua gravidade, ou conferir protecao a elas.
(Turner et al., 1997)

Em diferentes populagdes, polimorfismos na regidao promotora e
haplétipos de IL-10 foram associados a niveis alterados dessa citocina;
estudos de meta-andlise trazem associagdes entre SNP no gene da IL-10
e uma grande diversidade de doengas, incluindo metabdlicas, infeccio-
sas e autoimunes, além de neoplasias e alergias, entre outras. (Ober &
Hoffjan, 2006)

No contexto das patologias tumorais, os efeitos imunossupresso-
res da IL-10 estdo diretamente correlacionados com a via de desenvolvi-
mento, sobrevida e invasao tecidual de alguns tipos de tumores. Alguns
polimorfismos também foram associados a uma maior susceptibilidade
a carcinomas. (Cools, Ponsaerts, Van Tandeloo, & Berneman, 2007) Em
relagdo as doengas autoimunes, estudos sugerem que a producao de IL-
10 por células B de pacientes com lapus eritematoso sistémico (LES)
podem promover a sobrevivéncia das células B autoimunes in vivo,
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resultando no aumento da produgdo de autoanticorpos. Polimorfismos
nos genes dessa citocina estao potencialmente associados a susceptibi-
lidade ao LES. (Salim & Xavier, 2014)

Nas infec¢bes helminticas, ocorre indu¢do da produgao de IL-10,
modulando a resposta imune e favorecendo, dessa forma, a sobrevivén-
cia do parasita e protegendo o hospedeiro do desenvolvimento de ato-
pia. Recentemente, foi descrito por nosso grupo que polimorfismos no
gene da IL-10 estdo associados negativamente a producao de IL-10 e a
infecgbes helminticas e positivamente ligados ao risco de asma atdpica
e marcadores de alergia. (Figueiredo et al., 2013)

Embora existam muitos estudos envolvendo o gene dessa citocina,
os diferentes papéis que a IL-10 exerce e os mecanismos pelos quais
ela controla as diferentes respostas imunoldgicas ainda permanecem
pouco esclarecidos. Atualmente, hd grande interesse em saber como
a expressdo da IL-10 é regulada em diferentes células imunoldgicas,
revelando alguns dos mecanismos moleculares envolvidos em nivel de
transdugao de sinal, a epigenética, a ligagao do fator de transcri¢ao e a
ativacao do gene.

Estudos funcionais in vitro demonstraram que individuos com o
haplétipo CGC nos sitios polimdrficos da regido promotora rs1800896,
rs1800871 e rs1800872 produzem altos niveis de IL-10 em cultura de
células mononucleares do sangue periférico (PBMC), enquanto indivi-
duos com o haplétipo ATA possuem menor taxa de transcri¢ao, produ-
zindo baixos niveis de IL-10. (Turner et al., 1997)

Associacao de polimorfismos no gene IL-10 com a asma e

atopia

Em estudos de associacdo genética, variagdes no gene que codifi-
ca IL-10 foram previamente associadas a atopia e fendtipos de asma.
(Bottema et al., 2010) Na Tabela 1 estdo descritos os principais SNP da
IL-10 vinculados a asma e atopia.

Em um estudo envolvendo uma populagdo brasileira, mostrou-
-se que polimorfismos nas regides promotoras de IL-10 rs1800896,
rs1800871 e rs1800872 estiao associados a niveis elevados de IgE to-
tal. Relatou-se também associagido do SNP rs3024495 com o aumento
na contagem de ovos de Schistosoma mansoni. (Grant et al., 2011) Em
concordancia com esses dados, num estudo envolvendo uma populagio
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brasileira, de Salvador, demonstramos que o SNP rs1800896 esta as-
sociado negativamente a infecgdo cronica por A. lumbricoides e a maior
producao de IgE especifica para Ascaris lumbricoides. Contudo, em nosso
trabalho, a variante rs1800872 foi negativamente associada com a IgE
especifica para a Blatella germanica, enquanto o SNP rs3024495 foi posi-
tivamente ligado a niveis de IgE especifica para D. pteronyssinus.

Hunninghake et al. (2008) demonstraram que os polimorfismos
rs1800896, rs3024492 e rs3024496 estao associados ao aumento nos
niveis de IgE em pacientes expostos a dcaro da poeira, com alto risco
de ocorréncia e frequéncia da exacerbac¢do de asma em uma populagio
de criangas costarriquenhas. Similarmente, nosso grupo demonstrou
que as variantes rs3024492 e rs3024496 estao vinculadas a uma menor
produgao de IL-10 e positivamente associadas a asma atdpica. Além
disso, o SNP rs3024492 estd associado a maior positividade no teste
cutdneo em resposta a baratas (B. germanica e P. americana). (Figueiredo
et al., 2013)

Variagoes no gene da IL-10 podem desempenhar um papel nas in-
feccoes e alergias. Como visto por nosso grupo, os SNP rs1800871,
rs1800872 e rs1518111 foram associados com baixos niveis de ovos de
T. trichiura por grama de fezes. (Figueiredo et al., 2013) Ainda, os po-
limorfismos rs3024491 rs1800872 estao associados a maior produgao
de IL-10 e menor risco de atopia quando os individuos sdo expostos ao
Helicobacter pylori. (Assis et al., 2014)

Os dados descritos anteriormente demonstram que variantes ge-
néticas da IL-10 estdo associadas a infec¢des e marcadores de atopia e
asma - portanto, podem contribuir para a ocorréncia das doengas res-
piratorias alérgicas.

TGF-p1

O TGF-B é uma citocina multifuncional com potente efeito imu-
norregulatdrio que controla a proliferacao e diferenciagao celular, o re-
paro tecidual, a apoptose e algumas fungoes bioldgicas de outros fatores
de crescimento. (Acevedo et al., 2010) A superfamilia do TGF-§ possui
mais de 33 membros, incluindo principalmente o TGF-s, o fator de
crescimento e diferenciacao (GDFS) e as inibinas, sendo o TGF-f1 a
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isoforma mais prevalente. (Klass, Grobbelaar, & Rolfe, 2009) Esse gene
estd localizado na regido cromossémica 19q13. (Yang et al., 2011)

O TGF-B é um fator de crescimento pleiotrépico produzido por
diversas células do sistema imunoldgico (células epiteliais, eosindfilos,
linfécitos Th2, macréfagos e fibroblastos), que desempenham papel
fundamental na regulacido da resposta imune durante a homeostasia,
promovendo tolerancia imunoldgica e regulacao de defesa contra paté-
genos e doencas inflamatérias. (Tran, 2012; Yang et al., 2011) Ademais,
o TGF-B1 é um importante regulador de muitos processos fisiologi-
cos, exercendo atividade anti-inflamatéria pela regulagao de linfécitos,
células NK, células dendriticas, macréfagos, mastécitos e granulécitos
(Shull et al., 1992), bem como inibi¢io da producio de citocinas (INF-y,
IL-12 e IL-4). (Yoshimura, Wakabayashi, & Mori, 2010)

O TGF-B1 tem atribui¢do importante em diversas doengas, in-
fluenciando processos como fibrose e angiogénese . Na asma, o TGF-§ é
crucial para induzir a expressao do fator de transcricio FOXP3, e regula
o desenvolvimento, a fun¢ao e a produ¢ao de IL-10 a partir de células
Treg CD4+CD25*. Além disso, o TGF-f pode suprimir a ativagao dos
linfécitos Th2, reduzir a resposta inflamatdria, assim como a hiperre-
atividade das vias aéreas, e inibir a liberacao de IgE. O TGF-p também
parece estar envolvida no remodelamento das vias respiratérias e, con-
sequentemente, na gravidade da asma. (Costa et al., 2017)

Associacao de polimorfismos no gene TGF-f1 com asma e

atopia

Estudos de associagdo tém sido desenvolvidos, avaliando os po-
limorfismos do gene TGF-B1 e o risco de doengas como hipertensao,
tuberculose, pancreatite e LES, entre outras. (Li et al., 1999; Niimi et
al., 2002; Wang et al., 2007)

A literatura relata varios estudos de associagio do tipo gene candi-
dato entre SNP do gene TGF-f1 e a asma. Os SNP rs1800469 (C-509T)
e rs1800470 (T869C) sao os mais estudados, e os trabalhos demons-
tram que os estudos de associa¢dao desses polimorfismos com o risco
de asma s3o controversos. Celedén et al. (2004), demonstraram signi-
ficante associa¢ao do alelo T do polimorfismo rs1800469 com a doenga;
os polimorfismos rs1800469 e rs1800470 estdao ligados a susceptibi-
lidade a enfermidade em individuos atdépicos na populagdo de Hong
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Kong. Além disso, nesse mesmo estudo, o rs1800469 foi associado a
gravidade da asma, sugerindo que este pode desempenhar papel im-
portante na patogénese da obstrucao do fluxo aéreo. (Mak et al., 2006)
(Tabela. 1). Faria, Faria, Toro, Ribeiro, & Bertuzzo (2008) sugerem que
o gendtipo CC do polimorfismo T869C poderia ser um fator de gravi-
dade para a asma (Tabela. 1). No entanto, outros autores nao encontra-
ram vinculo entre os polimorfismo rs1800470 e rs1800469 e a doenga.
(Acevedo et al., 2010)

Em um trabalho recentemente concluido em nosso grupo com
criancas do programa Social Changes, Asthma and Allergy in Latin
America (Scaala), foi demonstrado que o polimorfismo rs1800470
apresenta associagdo negativa com a atopia e seus marcadores. Ainda
nesse estudo, foi relatado que, em individuos infectados com Toxocara
spp, o gendtipo CC (rs1800470) do gene TGF-B1 estd ligado ao baixo
risco de asma atdpica — ou seja, ndo somente as infecgdes podem mo-
dular a inflamacao alérgica, mas também a variabilidade genética pode
contribuir para a prote¢ao contra a atopia (Costa et al. 2017) (Tabela 1).

Sharma et al. (2009) verificaram que polimorfismos nas regides
promotoras de TGF-B1 rs2241712 (alelo A), rs1800469 (alelo C) e
rs1800471 (alelo C) estao associados ao aumento da hiperresponsivida-
de das vias aéreas a acaros. Além disso, demonstraram que o0 rs1982073
reduz o risco da exacerbagido de asma (Tabela 1).

Além dos SNP ja citados, outros polimorfismos também tém
sido estudados. Outros trabalhos mostraram que os SNP rs1800469,
rs2241715, rs2241712, rs4803455 e rs7258445. estao ligados a asma
em uma populacio de criangas mexicanas. (Wu et al., 2010)

Logo, as evidéncias cientificas demonstram haver relagio entre os
mecanismos genéticos envolvendo o gene TGF-B1 e o desenvolvimento
e gravidade da asma.

FOXP3

FOXP3 é uma proteina envolvida nas respostas do sistema imu-
ne que codifica um fator de transcri¢ao responsavel pela funcio e de-
senvolvimento das Treg (Zhang & Zhao, 2007), sendo considerado
o marcador mais especifico para a identificacio dessas células. E ex-
pressa predominantemente nas células do timo, bago e linfonodos, e
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particularmente nas células T CD4+ CD25+. A fun¢ao do FOXP3 ¢é
exercida sobre regides reguladoras especificas dentro do acido deso-
xirribonucleico (DNA), aumentando ou suprimindo a transcri¢ao de
genes especificos. O gene humano FOXP3 contém 11 éxons e estd lo-
calizado na regido Xp11.23. (Hanel, Velavan, Kremsner, & Kun, 2011)

FOXP3 ¢ expresso principalmente em um subconjunto de células
T CD4+ que expressam CD25, como sao conhecidas as Treg, e ¢ um
fator-chave para o desenvolvimento desse importante subconjunto de
células (Figura 2). Desse modo, a FOXP3 tem um papel crucial na regu-
lagao do desenvolvimento e fun¢do das Treg. Estudos tém demonstrado
que a expressao continua de FOXP3 em células Treg maduras é indis-
pensavel para a manuten¢ao da tolerdncia dominante mediada por essas
células. (Oda, Hirata, Guembarovski, & Watanabe, 2013)

As células Treg expressam numerosos marcadores — entretanto,
a FOXP3 é o marcador especifico, importante no desenvolvimento da
ocorréncia natural das células Treg no timo, além de ser necessario para
manter a fung¢do supressora de induzi-las. (Paradowska-Gorycka et al.,
2015)

Mutagdes no gene humano FOXP3 podem causar desregulagao
imunoldgica, poliendocrinopatia e sindrome ligada ao X (Ipex), carac-
terizada pela elevada incidéncia de doengas autoimunes, como diabetes
mellitus, tireoidites e outras altera¢cdes definidas por niveis elevados
de IgE no soro. (Fodor et al., 2011) Estudos tém demonstrado que a
auséncia do FOXP3 funcional suprime a eficiéncia de linfécitos a se
diferenciarem em células Treg maduras. (Hanel et al., 2011)

Associagao de polimorfismos no gene FOXP3 com asma e

atopia

Polimorfismos tém sidos descritos em varias regides do gene
FOXP3, como a promotora, o intron e o éxon. Tais polimorfismos po-
dem mudar o papel funcional ou quantitativo de proteinas (Oda et al.,
2013), alterando a especificidade de ligagao dos fatores de transcri-
¢ao por seus locais de ligacdo e a cinética de iniciagdo da transcrigao.
(Naderi-Mahabadi et al., 2015)

Assim como descrito na Tabela 1, o rs3761548 é um SNP locali-
zado em uma regido intrénica do gene FOXP3, e ja foi estudado para
diversas doencas, incluindo alergias; publica¢des tém demonstrado a
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associagdo com niveis de IgE e atopia. (Bottema et al., 2010; Hassannia,
Abediankenari, & Ghaffari, 2011; Zhang et al.,, 2009) Além dele, o
rs3761547, também localizado numa regido intrénica do gene FOXP3,
ja foi associado negativamente a rinite alérgica. (Zhang et al., 2009)

Como descrito numa publicagio recente de nosso grupo, polimor-
fismos no gene FOXP3 tém sido associados a algumas doengas alérgicas
(Marques et al., 2015), mas sua contribui¢do ao desenvolvimento da
asma tem sido pouco estudada. Além disso, diversas linhas apontam
para o envolvimento de alteracbes epigenéticas no lécus FOXP3 das
células Treg em diferentes fenétipos de asma. (Nadeau et al., 2010)
Outras investiga¢des serao importantes para esclarecer o papel dos po-
limorfismos no gene FOXP3, bem como mecanismos epigenéticos para
o risco ou a prote¢do de asma e outras doengas alérgicas.

Considerac¢oes finais

Nos ultimos anos, vem crescendo o interesse da comunidade cien-
tifica em determinar como os fatores imunorregulatérios envolvendo
genes, células e moléculas regulatdrias, contribuem para a fisiopatolo-
gia e a descoberta de novas abordagens terapéuticas das doencas alér-
gicas. Numerosos trabalhos tém demonstrado que polimorfismos em
genes imunorregulatérios estao envolvidos na susceptibilidade ou pro-
tecdo a asma e/ou rinite. Dados do nosso grupo siao condizentes com
os da literatura ao mostrar que polimorfismos nos genes da IL-10 e
TGF-B1 estao vinculados a diminui¢ao da produgio de IL-10 e a asma
atépica. Polimorfismos no gene FOXP3 vém sendo associados a marca-
dores de atopia e rinite alérgica — porém pouco é conhecido sobre eles
na asma. Apesar dos avangos na descoberta de variantes genéticas em
IL-10, TGF-B1 e FOXP3, ligados a asma e atopia, pouco tem sido inves-
tigado sobre o impacto funcional de polimorfismos e padrdes de meti-
lagao desses genes e as doencas alérgicas respiratérias. Portanto, mais
estudos deverao ser realizados para elucidar o papel das variagdes gené-
ticas e epigenéticas dos genes imunorregulatérios nos diversos endéti-
pos e fendtipos de asma e outras enfermidades alérgicas. Tais avangos
sao0 necessarios na busca de uma terapia individualizada e mais segura.
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Figura 1 - Os linfécitos T regulatérios induzem a supressao de varios
tipos celulares, tanto da resposta imune inata quanto adaptativa
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As células Treg atuam bloqueando a ativagdo e a fungao dessas células, a
exemplo da produgio de citocinas inflamatérias pelos linfécitos Thl, Th2 e
Th17, da apresenta¢io de antigeno pelas células dendriticas e das atividades
efetoras de células NK, NKT e ILC.
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Figura 2 — Mecanismo de desenvolvimento da asma alérgica
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A manutengio da homeostase do sistema imune ocorre por expressao
constitutiva das moléculas CD4+*CD25"FOXP3* nas células Tregs, resultando
na supressao das respostas Th2, por exemplo, apds exposi¢ao a alérgenos.
No entanto, no contexto de asma, os fatores genéticos e epigenéticos, como
a metilagdo de DNA, podem inibir ou reduzir a expressao de FOXP3, levando
a uma diminui¢ao da homeostase imune e subsequente desenvolvimento de
asma.
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Tabela 1 - Polimorfismos associados a asma e atopia nos genes IL-10, TGF-1 e FOXP3

SNP
IL-10

rs1518111

rs1800871

rs1800872

rs1800896

rs3024491

rs3024492

rs3024495

rs3024496

TGF-p1

rs1800469

Cromossomo

19

Dados da literatura

Associado a baixos niveis de ovos de T trichiura/grama de
fezes (Figueiredo et al., 2013)

Altos niveis de IgE (Grant et al. 2011)
Associado a baixos niveis de ovos de T. trichiura/grama de
fezes (Figueiredo et al., 2013)

Altos niveis de IgE (Grant et al., 2011)

Associado a baixos niveis de ovos de T trichiura/grama de
fezes (Figueiredo et al., 2013)

Associado a maior produc¢ao de IL-10 quando expostos
ao Helicobacter pylori. Menor risco de atopia (Assis et al.,
2014)

Aumento nos niveis de IgE total (Grant et al., 2011)
Positivamente associado a IgE especifico em pacientes ex-
postos ao 4caro da poeira; risco de ocorréncia e frequéncia
da exacerba¢io da asma (Hunninghake et al., 2008)
Associado negativamente a infecgdo crénica por A. lumbri-
coides e IgE especifica anti-Ascaris lumbricoides (Figueiredo
et al., 2013)

Associado a maior produ¢io de IL-10 quando expostos
ao Helicobacter pylori. Menor risco de atopia (Assis et al.,
2014)

Aumento nos niveis de IgE em pacientes expostos ao acaro
da poeira; risco de ocorréncia e frequéncia da exacerba¢io
da asma (Hunninghake et al., 2008)

Associado a menor producio de IL-10; positivamente as-
sociado a asma atopica. Positividade no teste cutdneo em
resposta a barata (B. germanica e P. americana) (Figueiredo
et al., 2013)

Aumento na contagem de ovos de Schistossoma mansoni
(Grant et al., 2011)

Positivamente associado a niveis de IgE especifica para D.
pteronyssinus (Figueiredo et al., 2013)

Associado a proliferacdo de ovos do Schistossoma mansoni;
aumento nos niveis de IgE em pacientes expostos ao dcaro
da poeira. Maior exacerba¢ao da asma em criangas na Cos-
ta Rica. (Grant et al., 2011)

Menor produgio de IL-10. Positivamente associado a asma
atopica (Figueiredo et al., 2013)

Positivamente associado a asma, rinite alérgica e hiperres-
ponsividade das vias aérea (Sharma et al., 2009; Wu et
al., 2010)
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rs1800470

rs1800471

rs1982073

rs2241715
rs4803455

rs7258445

FOXP3

rs3761547

rs3761548

19

19

19

19
19

19

Aumento no risco de desenvolver asma e asma grave (Fa-
ria, 2008; Mak et al., 2006)

Associagdo negativa com a atopia e seus marcadores. Bai-
X0 risco de asma atdpica em individuos infectados com
Toxocara spp — gendtipo CC (Costa et al., 2017)

Aumento da hiperresponsividade ao 4caro (Sharma et al.,
2009)

Redu¢io do risco de exacerbagdo da asma (Sharma et al.,
2009)

Positivamente associados a asma (Wu et al., 2010)
Positivamente associado a asma (Wu et al., 2010)

Aumento do risco de desenvolver asma. Positivamente as-
sociado a doenga (Li et al., 2007; Wu et al., 2010)

Associado negativamente a rinite alérgica e IgE HDM*
(Zhang et al., 2009)

Associado negativamente a rinite alérgica e IgE HDM
(Zhang et al., 2009)

* IgE HDM: Detecgao de anticorpo IgE antidcaro de poeira doméstica
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Produtos naturais e seus derivados:
propriedades farmacolégicas e potencial
aplicacdao no tratamento da asma alérgica
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Cana Brasil, Anaque de Oliveira Pires, Hugo Bernardino
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Valdirene Leao Carneiro, Camila Alexandrina Figueiredo

Introducao

A asma alérgica é uma desordem comum das vias aéreas inferio-
res, desencadeada por uma resposta imune contra antigenos inécuos
e caracterizada por uma interagdo complexa da obstru¢ao do fluxo de
ar, hiper-responsividade brénquica (BHR) e inflamagao das vias aéreas
que levam a recorrentes episddios de sibilo, falta de ar, aperto no peito
e tosse. Os fatores genéticos do individuo e ambientais atuam conjun-
tamente para determinar o surgimento e a gravidade da asma. (Upton
et al., 2000; Woolcock & Peat, 1997)

A asma apresenta indices crescentes de incidéncia em paises de
alta e média renda, como o Brasil, e representa um problema de sad-
de publica. (Czirjak, Kiss, & Kiss, 2007; Ludvigsson, 2006; Steagall,
Moutinho, Mantovani, Passarelli, & Thomassian, 2009)

Os custos da hospitalizagao, atendimentos de emergéncia e ausén-
cias ao trabalho sao significativos. (Franco et al., 2007) Além disso, as
limitacdes impactam na qualidade de vida, visto que leva a auséncia em
atividades normais como escola, lazer e exercicios, que sao impossibi-
litadas de serem executadas quando em crise; além das idas a emer-
géncia hospitalar. (Graham & Eid, 2015) Sendo assim, a prevencao das
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complicagdes e evolug¢ao da doenga representa uma estratégia relevante
para a diminui¢ao da mortalidade/morbidade e melhoria da qualidade
de vida dos individuos acometidos. (Brasil, 2006)

Os glicocorticéides inalatdrios sdo atualmente os medicamentos
anti-inflamatérios mais eficazes para o tratamento da asma. A efica-
cia dos glicocorticéides incluem a redugio dos sintomas de asma e da
frequéncia da exacerbagdo, a melhora da qualidade de vida, melhora
da fun¢do pulmonar, diminui¢do da hiperreatividade das vias aére-
as, controle da inflamacao das vias aéreas e reducao da mortalidade.
(Barnes, 2006; Chanez et al., 2004) No entanto, a resposta ao trata-
mento com corticéides em asmaticos varia, e certos subtipos de asma,
como a asma refratéria, respondem mal a alta dose de glicocorticdides
inalados e esterdides sistémicos. Além disso, os glicocorticoides podem
induzir importantes eventos adversos como atrofia muscular, osteopo-
rose e supressao do sistema imunoldgico, além de sindrome metabdlica
(Cushing). (Arnaldi et al., 2003; Covar et al., 2000; Leclerc et al., 2004)

Como estratégia broncodilatadora, os firmacos agonistas dos re-
ceptores B2-adrenérgicos (B2AR) permanecem entre os principais me-
dicamentos comumente prescritos para reverter a obstru¢ao ao fluxo
aéreo em adultos. (Johnson, 2006) Embora diversos estudos descrevam
que na maioria dos pacientes asmaticos estes medicamentos sao efi-
cazes, tem havido relatos de que a estimula¢do persistente da via dos
adrenoceptores 2 pode ter consequéncias negativas, particularmen-
te em pacientes com asma. (Salpeter, Buckley, Ormiston, & Salpeter,
2006) Recentemente, um grande ensaio comfp2-agonista de longa a¢ao
(Laba) e salmeterol foi interrompido por causa da elevada taxa de mor-
talidade e graves eventos adversos, especialmente entre o subgrupo de
afro-americanos. (Nelson et al., 2006)

Além da falha terapéutica e do impacto dos efeitos adversos pro-
venientes das terapias convencionais, especialmente em decorréncia ao
uso prolongado, € relevante destacar o alto custo desses tratamentos.
(Steagall et al., 2009) Neste contexto, a utiliza¢ao de terapia baseada no
uso de plantas medicinais destaca-se como alternativa para o tratamen-
to ou controle da asma.

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tem-
pos antigos para a busca de alivio e cura de doengas. A ingestao de
ervas e folhas para tratamento de desordens talvez tenha sido uma das
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primeiras formas de utilizagdo dos produtos naturais pela humanidade.
(Viegas Junior, Barreiro, & Bolzani, 2006)

Desde entdo, as pesquisas envolvendo produtos naturais, bem
como a consequente descoberta de moléculas ativas e o desenvolvi-
mento de novos farmacos, tém crescido consideravelmente. (Barreiro
& Bolzani, 2009) A etnofarmacologia contribui para esse desenvolvi-
mento, uma vez que representa uma poderosa ferramenta para obten-
¢ao de informagdes sobre a utilizacdo popular dos produtos naturais.
(Albuquerque & Hanazaki, 2006)

Medicamentos antiasma de origem natural

Alguns produtos bem estabelecidos para o tratamento de asma
surgiram a partir de fontes naturais. A cromolina, por exemplo, é uma
substancia derivada da planta Ammi visnaga, que foi sintetizada no ano
de 1965 e vem sendo usada para o tratamento da asma desde 1973.
(Serafin, 2012)

Além da cromolina, desde o século XIX, xantinas presentes em
chés e café, se tornaram conhecidas por apresentarem efeitos terapéu-
ticos. Entao, a partir do inicio do século XX essas substancias comega-
ram a ter utilidade clinica como broncodilatadoras. Dentre as classes
de medicamentos derivados das xantinas, podemos citar a aminofili-
na (Aminofilina Sandoz) e a teofilina (Talofilina), que sio utilizadas
até hoje na terapia para a asma. (Rang, Dale, Ritter, & Moore, 2012;
Wannmacher, 2006)

Outro firmaco que esté estabelecido para o tratamento de asma,
é o Pycnogenol, derivado da obten¢do de um extrato padronizado da
casca de pinheiro maritimo francés. O Pycnogenol mostrou-se eficaz
na diminui¢ao de niveis de IgE especifica, além de reduzir os niveis de
leucotrienos pela diminuicdo da expressao da 5-lipoxigenase, em pa-
cientes asmaticos. (Belcaro et al., 2011) Outros estudos apontam que
Pycnogenol regula a resposta imune em humanos por meio da agio
anti-inflamatéria pela reducdo da atividade do Fator Nuclear Kappa-B
(NF-xB), um fator de transcricdo importante, que regula a expressao
de genes proé-inflamatérios como leucotrienos, citocinas e moléculas de
adesao envolvidos na fisiopatologia da asma. (Grimm et al., 2006) Além
disso, o Pycnogenol parece aumentar o volume de expiracao forcada,
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que estd diminuido em asmaticos em decorréncia da broncoconstri¢ao
e restri¢ao das vias aéreas. (Hosseini et al., 2001)

A Tabela 1 destaca produtos de origem natural que sao comerciali-
zados, cujas propriedades terapéuticas para o tratamento de asma estao
bem estabelecidas na literatura.

Produtos naturais em ensaios pré-clinicos

O bioma brasileiro se caracteriza por uma riqueza de espécies ve-
getais que sdo, historicamente, utilizadas em praticas populares. Ainda
que muitas propriedades bioldgicas de plantas medicinais ja tenham
sido descritas na literatura cientifica, muitas espécies ainda requerem
comprovagdo de suas propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas,
especialmente por meio de testes pré-clinicos e clinicos. (Turolla, &
Nascimento, 2006) Diversas moléculas de origem vegetal apresen-
tam potencial anti-inflamatério relacionado a sua capacidade imuno-
moduladora, por meio da inibi¢do da sintese ou da ac¢do de citocinas
inflamatoérias, quimiocinas, moléculas de adesdo e a cascata do acido
araquidonico, dentre outros. (Calixto, Campos, Otuki, & Santos, 2004;
Werz, 2007)

O desenvolvimento de novos medicamentos e insumos farmacéu-
ticos, nos primeiros estagios de estudos, requer a realizagao de estudos
pré-clinicos que fornecam evidéncias minimas quanto aos aspectos de
seguranca e eficacia. (Brasil, 2013) Estes aspectos compreendem carac-
teristicas farmacocinéticas (absorc¢io, distribuicao, metabolismo, excre-
¢a0) e farmacodindmicas (determinagio das caracteristicas quimicas do
composto), bem como suas propriedades fisicas e toxicoldgicas que sao
realizadas em bactérias, amostras de tecidos e animais, para determinar
o nivel de seguranca de um determinado composto para ser utilizado
em ensaios clinicos, isto é, em humanos. (Brasil, 2013)

O Laboratério de Imunofarmacologia e Biologia Molecular
(Imunobio) investiga o potencial farmacolégico de produtos naturais
para o tratamento de alergias respiratdrias, utilizando como principais
parametros: a) os perfis de células imunoldgicas e citocinas envolvidas
na fisiopatologia da asma; b) a avaliagio histopatoldgica de érgaos en-
volvidos; ¢) a producao de anticorpos relacionados a resposta alérgica;
e d) a avaliagdo da fun¢ao respiratéria dos animais.
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Nesse contexto, os produtos naturais que se destacam nos estudos
conduzidos pelo Imunobio sio: a milona (Cissampelos sympodialis) e seus
alcaloides, o manjericao (Ocimum gratissimum) e seus flavonoides, o 4ci-
do rosmarinico e o 4cido caféico, o capim-santo (Cymbopogon citratus),
a cebola (Allium cepa L.) e seu constituinte quercetina e o eugenol. Eles
foram avaliados quanto a seu potencial farmacolédgico in vitro e em mo-
delo murino de alergia respiratéria induzida pelo acaro Blomia tropicalis,
conforme modelo experimental descrito previamente. (Baqueiro et al.,
2010)

Estudos com o Cissampelos sympodialis (Cs), conhecida popular-
mente como Milona ou “orelha-de-onga”, mostraram que o extrato hi-
droalcodlico dessa planta, bem como os alcaldides totais e principal, a
warifteina, apresentam a capacidade de reduzir o infiltrado inflamatério
eosinofilico das vias aéreas inferiores. Além disso, a utilizagao do ex-
trato hidroalcodlico da Cs reduz a produgao de IL-5, citocina envolvida
no estimulo a produ¢do de eosindfilos, e IL-13, que esta relacionada
com a produg¢ao de muco. O extrato, também, aumenta a producio de
IL-10, que por sua vez tem importante papel na regulacio de doencgas
inflamatérias. Estes dados sugerem um efeito farmacolégico promissor
da Cs no tratamento de desordens alérgicas como a asma. (Cerqueira-
Lima et al., 2010)

Além do nosso grupo, outros autores tém demonstrado o poten-
cial anti-inflamatério e antialérgico do alcaléide warifteina, presente
na Cissampelos sympodialis. (Aragdo, Barbosa-Filho, & Macedo, 2001;
Barbosa-Filho, Agra, & Thomas, 1997) Bezerra-Santos et al. (2006)
demonstraram que o pré-tratamento com warifteina foi capaz de re-
duzir a eosinofilia e a produ¢ao de leucotrienos. (Bezerra-Santos et al.,
2006) Em outro estudo, 0 mesmo grupo comprovou que tratamento
com warifteina inibe a hiperresponsividade das vias aéreas. Também
foi demonstrado que a inala¢do do extrato hidroalcodlico de Cs foi ca-
paz de reduzir IgE especifica para ovalbumina, infiltrado leucocitario e
produc¢iao de muco no pulmio. (Vieira et al., 2013) Ademais, tanto o
pré quanto o pés-tratamento com warifteina reduziram a infiltragao eo-
sinofilica, a produ¢iao de muco e a fibrose subepitelial em animais com
alergia respiratéria (Tabela 2).

As propriedades anti-inflamatérias de Cs foram mostradas em mo-
delo de alergia alimentar induzida por ovalbumina. Na oportunidade,
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o extrato hidroalcodlico das folhas de Cs e seus alcaloides, a warifteina
e a metil-warifiteina, reduziram importantes pardmetros fisiopatoldgi-
cos. O tratamento reduziu IgE antiovalbumina, score diarreico, células
inflamatérias e producao de muco intestinal. A cultura das células dos
linfonodos mesentéricos tratada com os alcaloides reduziu a produgio
de IL12p70 e estimulou a producdo de células Treg. Este trabalho foi
capaz de mostrar a atividade antialérgica do extrato da Cs e de produ-
tos do seu metabolismo secundario, os alcaloides warifiteina e a metil-
-warifteina. (Costa et al., 2013)

Outro produto que tem demonstrado potencial para o tratamento
da asma é o extrato metandlico do Ocimum gratissimum e seus fitoquimi-
cos, o acido rosmarinico e o acido caféico. Estes produtos mostraram-se
capazes de reduzir os niveis de eosindfilos no lavado bronco-alveolar de
animais alérgicos, o infiltrado inflamatério no pulmao e a producio de
muco. O Ocimum gratissimum, bem como o acido rosmarinico e o acido
caféico, reduziu os niveis de IL-4 no lavado bronco-alveolar, demons-
trando potencial efeito farmacoldgico desses produtos sobre a asma.
(Costa et al., 2012) (Tabela 2).

O acido rosmarinico também exerce uma agao antialérgica por su-
primir a liberagao de B-hexosaminidase, um marcador comum de de-
granulagio de mastdcitos e baséfilos; por reduzir os niveis de IgE, além
de reduzir os niveis de ciclo-oxigenase-2 (COX2). (Zhu et al., 2014)
(Tabela 2) Evidéncias apontam que o acido rosmarinico diminuiu o in-
filtrado de células T CD4*, T CD8+, mastocitos em lesdes cutdneas na
dermatite e possui efeito inibitério na expressdo de TNE (Lee et al.,
2006; Jang et al., 2011) Assim, esse composto representa uma potencial
estratégia terapéutica para o tratamento das doengas alérgicas.

O Eugenol é um 6leo encontrado em diversas espécies vegetais,
incluindo o. gratissimum, que apresenta capacidade de reduzir a infla-
macao eosinofilica das vias aéreas e a producao de IL-4, IL-5 e IL-13.
(Campos et al., 2014; Pan & Dong, 2015) (Tabela 2) Adicionalmente,
o Eugenol possui propriedade broncodilatadora e relaxante do muscu-
lo da traqueia de camundongos previamente estimulados por agonista
colinérgico, demonstrando potencial acao farmacolégica na inflamagao
das vias respiratérias. (Campos et al., 2014)

O extrato do Cymbopogon citratus também demonstra capacida-
de de diminuir a producao de eosinéfilos, IgE e citocina inflamatéria
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IL-4 (Machado et al., 2015), além de inibir a expressao de iNOS (do
inglés inducible nitric oxide synthase) e produ¢do de éxido nitrico (NO)
sem afetar a viabilidade celular, suprimindo estresse oxidativo, o que
reflete em seu potencial anti-inflamatdrio e antialérgico. (Figueirinha,
Cruz, Francisco, Lopes, & Batista, 2010; Francisco et al., 2011; Tiwari,
Dwivedi, & Kakkar, 2010) (Tabela 2) Além disso, extratos da C. citratus
tém efeito inibitdério sobre mediadores da inflamagio, como as prosta-
glandinas e citocinas pré-inflamatérias (TNF; IL-1B). (Francisco et al.,
2011; Salim, Kumolosasi, & Jantan, 2014) Ainda é possivel reconhecer
o efeito antialérgico do C. citratus dada a sua capacidade de reduzir ede-
ma e ter atividade antianafildtica na rea¢ao de anafilaxia cutanea passi-
va (PCA) em modelos animais. (Boukhatem, Ferhat, Kameli, Saidi, &
Kebir, 2014; Mithosi et al., 2014) O efeito anti-inflamatério atribuido
a essa espécie é, pelo menos em parte, resultado da inibi¢ao da ativa-
¢ao do fator de transcrigdo pré-inflamatério NF-kB por esse produto.
(Francisco et al., 2013; Francisco et al., 2011; Machado et al., 2015)
(Tabela 2)

A utilizacao do extrato da cebola (Allium cepa L.) e a quercetina
também apresentam potencial para o tratamento das alergias. Esses
produtos reduzem a eosinofilia, a produgio de IgE e a produgio das ci-
tocinas inflamatérias IL-4, IL-5, IL-13 e IL-1B. ( Ma, Li, Xie, Liu, & Liu,
2015; Oliveira et al., 2015; Park et al., 2009; Rogerio et al., 2010; Sakai-
Kashiwabara & Asano, 2013) Em modelo in vitro utilizando mastécitos
de ratos, o Allium cepa L. demonstrou atividade anti-histaminica, inibin-
do a liberacao de histamina. (Kaiser et al., 2009) (Tabela 2) Também ha
relatos dessa substdncia atuar inibindo o estresse oxidativo por meio
da diminui¢ao de 6xido nitrico e iNOS, além de suprimir o acamulo e
ativacao de células imunes, como macréfagos e linfécitos. (Impellizzeri
et al., 2015)

Adicionalmente, evidéncias mostram que a quercetina potencializa
relaxamento das vias aéreas, em modelo in vivo, atenuando a respon-
sividade das vias, tendo efeito broncodilatador. (Joskova, Francova, &
Sadlonova, 2011; Oliveira et al., 2015) Estudo avaliando o efeito anti-
-inflamatério das formula¢des de quercetina-microemulsio (QU-ME)
e suspensao quercetina (QU-SP) — num modelo experimental de in-
flamagao alérgica das vias respiratérias no qual camundongos recebe-
ram doses orais diarias de diferentes concentracoes destas formulacdes
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— demonstrou propriedades anti-inflamatérias desse composto e seu
potencial terapéutico para as doencas inflamatérias das vias aéreas.
(Machado et al., 2015; Oliveira et al., 2015; Park et al., 2009; Rogerio
et al., 2010; Sakai-Kashiwabara, & Asano, 2013) O efeito anti-infla-
matério da quercetina deve-se a sua capacidade de inibir a ativagio
do NF-kB, bem como inibir TLR2, TLR4 e COX-2. (Gardi et al., 2015;
Kobori et al., 2016; Ma et al., 2015; Rogerio et al., 2010) Estudo clinico
avaliando os niveis plasmaticos de formula¢des da quercetina mostrou
que essa substancia apresenta uma boa biodisponibilidade por via oral.
(Burak et al., 2017)

Assim, os produtos apresentados acima apresentam-se como pro-
missores candidatos a serem testados em ensaios clinicos que visem
estabelecer a seguranca e eficacia destes produtos em humanos, que
justifiquem sua utiliza¢do clinica no tratamento de doengas alérgicas.

Produtos naturais em ensaios clinicos

Embora exista consideravel namero de produtos naturais testados
em nivel pré-clinico para o tratamento das alergias, atualmente poucos
sao os produtos que tem sua seguranca e eficicia testadas em ensaios
clinicos. Dentre estes, os que apresentam promissores resultados sao o
ASHMI e o STA-1.

O ASHMI é um extrato vegetal composto por 3 espécies (Ganoderma
lucidum, Radix Sophora flavescentis e Radix Glycyrrhiza uralensis) que apre-
senta agdo terapéutica sobre a hiper-reatividade brénquica, a inflama-
¢ao pulmonar e o remodelamento das vias aéreas através da redugio da
resposta Th2, bem como da modulagao da contragio da musculatura
bronquica. (Wen et al., 2005; Busse et al., 2010)

Estudo clinico realizado na China, comparou o ASHMI e a pred-
nisona demonstrando resultados similares dos dois produtos sobre a
reducdo dos niveis séricos de IgE, eosinofilia e utilizagdo de bronco-
dilatodores B2. Pacientes tratados com ASHMI também apresentaram
melhora na fun¢ao pulmonar, embora a prednisona tenha apresenta-
do melhor resultado. A dose didria total testada de ASHMI foi 3,6 g
do extrato aquoso seco, equivalente a um extrato da mistura das er-
vas Ganoderma lucidum (20g), Radix Sophorae Flavescentis (9g) e Radix
Glycyrrhiza (3g). (Wen et al., 2005)
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O ASHMI nio afetou significativamente a massa corporal, ao pas-
so que o grupo de pacientes que receberam prednisona apresentaram
um ganho de peso significativo apds 4 semanas de tratamento. (Wen
et al., 2005) Nao foram descritos efeitos adversos graves com a inter-
vencao terapéutica com o ASHMI, embora alguns pacientes apresentem
desconforto gastrico leve. (Kelly-Pieper et al., 2009; Wen et al., 2005)
Assim, o ASHMI é seguro e bem tolerado em pacientes com asma alér-
gica podendo, portanto, continuar a ser estudado para que sua eficacia
em pacientes asmaticos seja avaliada.

Ensaio clinico duplo-cego randomizado avaliou a eficicia, a segu-
ranca e o mecanismo de a¢do de uma outra formula¢do, o STA-1 para
o tratamento de asma alérgica em pacientes chineses. (Chang, Huang,
& Hsu, 2006) Este composto é constituido pelo extrato das seguintes
plantas medicinais: Rehmannia glutinosa, Paeonia suffruticosa, Ophiopogon
japonicus, Pinellia ternata, Cornus officinalis, Poria cocos, Panax quinquefolius,
Alisma orientale, Dioscorea opposita e Glycyrrhiza uralensis. Neste estudo fo-
ram incluidos 120 pacientes entre 5 e 20 anos de idade diagnosticados
com asma leve a moderada. Comparado com os pacientes que recebe-
ram placebos, os pacientes tratados com STA-1 na dose de 80 g/kg/dia
duas vezes por dia durante 6 meses apresentaram uma reducao dos ni-
veis de IgE total e IgE especifica para o dcaro Dermatophagoides pteronys-
sinus, bem como reducao da dose de esteroide sistémico (prednisolona)
utilizada. Além disso, o grupo tratado com STA-1 apresentou melhora
na fun¢ao pulmonar, avaliado por meio do Volume Expiratério For¢ado
(FEV1) no primeiro segundo em comparagiao com o grupo placebo. Os
resultados deste estudo sugerem que STA-1 pode ser utilizado para o
tratamento de asma cronica leve a moderada. (Chang et al., 2006)

Dessa forma, o ASHMI e o STA-1 potencialmente se destacam como
futuras alternativas para o tratamento da asma alérgica. Entretanto, ou-
tros estudos clinicos ainda precisam ser conduzidos para assegurar a
eficacia e segurancga dessas preparagoes. Além disso, é necessario reali-
zar a padronizagio do conteudo das substancias ativas presentes nessas
preparacdes, uma vez que diversos fatores ambientais interferem na
producio dos metabdlitos secunddrios, provaveis componentes ativos
dentro das preparagdes testadas.
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Considerac¢oes finais

O Brasil é um pais com grande diversidade genética e que é sub-
-explorado em termos cientificos. Historicamente, produtos de origem
natural derivaram vdrias drogas comerciais utilizadas até os dias de hoje
para o tratamento da asma. As drogas antiasma disponiveis no momen-
to possuem importantes efeitos colaterais, o que justifica a busca por
novas moléculas, sendo a biodiversidade uma grande fonte de fairma-
cos para tal procura. O laboratério de Imunofarmacologia e Biologia
Molecular vem, ao longo dos altimos anos, investindo no estudo de
espécies que ocorrem, especialmente, no semidrido baiano (como a mi-
lona — Cissampelos sympodialis —; 0 manjericao — Ocimum gratisssimum —; O
capim-santo — Cymbopogon citratus — e a cebola— Allium cepa L.) e vem de-
monstrando evidéncias em nivel pré-clinico da eficacia destas espécies
em asma experimental. Em nivel clinico, poucos estudos envolvendo
plantas foram conduzidos para asma nos altimos anos, o que evidencia
a necessidade de novos estudos na 4rea. E importante salientar que, in-
dependente da estratégia do estudo, destacam-se pardmetros indispen-
sdveis a avaliacao de eficicia destes preparados (Heinrich & Verpoorte,
2014): (1) Autenticidade boténica; (2) Descricdo quimica e analitica
dos extratos; (3) Critérios racionais no estabelecimento de doses; (4) A
utiliza¢ao de modelos farmacoldgicos bem estabelecidos.

Referéncias

Albuquerque, U. B & Hanazaki, N. (2006). As pesquisas etnodirigidas na
descoberta de novos farmacos de interesse médico e farmacéutico: fragilidade
e perspectivas. Revista Brasileira Farmacognosia, 16, 678-689.

Aragio, C. E S., Barbosa-Filho, J. M., & Macedo, R. O. (2001). Thermal
characterization of warifteine by means of TG and a DSC photovisual system.
Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, 64(1), 185-191.

Arnaldi, G., Angeli, A., Atkinson, A. B., Bertagna, X., Cavagnini, E, Chrousos,
G. P, et al. (2003). Diagnosis and complications of Cushing’s syndrome: a
consensus statement. The Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 88,
5593-5602.

Baqueiro, T, Russo, M., Silva, V. M., Meirelles, T., Oliveira, P R., Gomes, E.,
et al. (2010). Respiratory allergy to Blomia tropicalis: immune response in

148


http://www.researchgate.net/journal/1388-6150_Journal_of_Thermal_Analysis_and_Calorimetry

four syngeneic mouse strains and assessment of a low allergen-dose, short-
term experimental model. Respiratory Research, 11, 51.

Barbosa-Filho, J. M., Agra, M. E, & Thomas, G. (1997). Botanical, chemical
and pharmacological investigation on C. sympodialis from Paraiba (Brazil).
Ciéncia e Cultura, 49: 386-394.

Barnes, P.J. (2006). How corticosteroids control inflammation: Quintiles
Prize Lecture 2005. British Journal of Pharmacology, 148, 245-254.

Belcaro, G., Luzzi, R., Cesinaro Di Rocco, P, Cesarone, M. R., Dugall, M., et
al. (2011). Pycnogenol improvements in asthma management. Panminerva
Medica, 53(3 Suppl. 1), 57-64.

Bezerra-Santos, C. R., Vieira-de-Abreu, A., Barbosa-Filho, J. M., Bandeira-
Melo, C., Piuvezam, M. R., & Bozza, P T. (2006). Anti-allergic properties of
Cissampelos sympodialis and its isolated alkaloid warifteine. International
Immunopharmacology, 6, 1152-1160.

Bezerra-Santos, C. R., Vieira-de-Abreu, A., Vieira, G. C., Filho, J. R., Barbosa-
Filho, J. M., et al. (2012). Effectiveness of Cissampelos sympodialis and its
isolated alkaloid warifteine in airway hyperreactivity and lung remodeling in
a mouse model of asthma. International Immunopharmacology, 13(2), 148-155.

Boukhatem, M. N., Ferhat, M. A., Kameli, A., Saidi, F, & Kebir, H. T. 2014.
Lemon grass (Cymbopogon citratus) essential oil as a potent anti-inflammatory
and antifungal drugs. Libyan Journal of Medicine, 9, 25431.

Brasil. Anvisa. (2013). Guia para a conducio de estudos nao clinicos de
Toxicologia e Seguranga necessarios ao desenvolvimento de medicamentos.
Recuperado de https://bit.ly/2X14DYi. Acesso em: 27 fev. 2019.

Brasil. Ministério da Saude. (2006). Politica nacional de plantas medicinais e
fitoterdpicos. Brasilia, DF: Ministério da Satde. 60 p.

Burak, C., Briill, V., Langguth, P, Zimmermann, B. E, Stoffel-Wagner, B.,
Sausen, U., et al. (2017). Higher plasma quercetin levels following oral
administration of an onion skin extract compared with pure quercetin
dihydrate in humans. European Journal of Nutrition, 56(1), 343-353.

Busse, P J., Schofield, B., Birmingham, N., Yang, N., Wen, M. C,, Zhang, T,,
et al. (2010). The traditional Chinese herbal formula ASHMI inhibits allergic
lung inflammation in antigen-sensitized and antigen-challenged aged mice.
Ann Allergy Asthma Immunology., 104(3): 236-46.

Calixto, J. B., Campos, M. M., Otuki, M. E, & Santos, A. R. (2004). Anti-
inflammatory compounds of plant origin. Part II. Modulation of pro-

inflammatory cytokines, chemokines and adhesion molecules. Planta Medica,
70(2), 93-103.

149


https://bit.ly/2Xl4DYi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Busse%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20377113
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schofield%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20377113
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Birmingham%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20377113
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20377113
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wen%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20377113
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20377113

Campos, K. M., Teixeira, T.O., Cerqueira-Lima, A. T., Costa, R. S., Carneiro, T.
C. B, Silva, D. E, et al. (2014). Effect of Eugenol (4-Allyl-2-Methoxyophenol)
mediated by both bronchodilator and immunomodulatory properties. Journal
of Pharmacy and Pharmacology, 2, 38-49.

Carneiro, T. C. B, Costa, R. S., Carneiro, N. V. Q., Cerqueira-Lima, A. T,,
Oliveira, T., & Dourado K. (2014). Antiallergic effects of caffeic acid in
blomia tropicalis murine model of experimental asthma. Lung, Pulmonary &
Respiratory Research, 1(4), 00023.

Cerqueira-Lima, A. T., Alcantara-Neves, N. M., Carvalho, L. C., Costa, R.

S., Barbosa-Filho, J. M., Piuvezam, M., et al. (2010). Effects of Cissampelos
sympodialis Eichl. and its alkaloid, warifteine, in an experimental model of
respiratory allergy to Blomia tropicalis. Current Drug Targets, 11, 1458-1467.

Chanez, P, Bourdin, A., Vachier, 1., Godard, P, Bousquet, J., & Vignola, A. M.
(2004). Effects of inhaled corticosteroids on pathology in asthma and chronic
obstructive pulmonary disease. Proceedings of the American Thoracic Society, 1(3),
184-190.

Chang, T. T, Huang, C. C., & Hsu, C. H. (2006). Clinical evaluation of the
Chinese herbal medicine formula STA-1 in the treatment of allergic asthma.
Phytotherapy Research, 20(5), 342-347.

Costa, R. S., Carneiro, T. C., Cerqueira-Lima, A. T., Queiroz, N. V., Alcantara-
Neves, N. M., Pontes-de-Carvalho, L. C,, et al. (2012). Ocimum gratissimum
Linn. and rosmarinic acid, attenuate eosinophilic airway inflammation in an
experimental model of respiratory allergy to Blomia tropicalis. International
Immunopharmacology, 13(1), 126-134.

Costa, H. F, Leite, E C., Alves, A. E, Barbosa-Filho, J. M., Santos, C. R., &
Piuvezam, M. R. (2013). Managing murine food allergy with Cissampelos
sympodialis Eichl (Menispermaceae) and its alkaloids. International
Immunopharmacology, 17, 300-308.

Covar, R. A., Leung, D. Y., McCormick, D., Steelman, J., Zeitler, P, & Spahn,
J. D. (2000). Risk factors associated with glucocorticoid-induced adverse
effects in children with severe asthma. The Journal of Allergy and Clinical
Immunology, 106, 651-659.

Czirjak, L., Kiss, C. G., & Kiss, E. (2007). [Does the number of patients with
autoimmune disorders and the frequency of autoimmune diseases increase?].
Orv Hetil, 148 (suppl. 1), 17-20.

Figueirinha, A., Cruz, M. T., Francisco, V., Lopes, M. C., & Batista, M. T.
(2010). Anti-inflammatory activity of Cymbopogon citratus leaf infusion
in lipopolysaccharide-stimulated dendritic cells: contribution of the
polyphenols. Journal of Medicinal Food, 13(3), 681-690.

150



Francisco, V., Costa, G., Figueirinha, A., Marques, C., Pereira, P, Miguel
Neves, B., et al. (2013). Anti-inflammatory activity of Cymbopogon citratus
leaves infusion via proteasome and nuclear factor-xB pathway inhibition:
contribution of chlorogenic acid. Journal of Ethnopharmacology, 148(1),
126-134.

Francisco, V., Figueirinha, A., Neves, B. M., Garcia-Rodriguez, C., Lopes,

M. C,, Cruz, M. T,, et al. (2011). Cymbopogon citratus as source of new and
safe anti-inflammatory drugs: bio-guided assay using lipopolysaccharide-
stimulated macrophages. Journal of Ethnopharmacology, 133, 818-827.

Franco, R., Santos, A. C., Nascimento, H. E, Souza-Machado, C., Ponte,
E., Souza-Machado, A., et al. (2007). Cost-effectiveness analysis of a state
funded programme for control of severe asthma. BMC Public Health, 7, 82.

Gardi, C., Bauerova, K., Stringa, B., Kuncirova, V., Slovak, L., Ponist, S., et al.
(2015). Quercetin reduced inflammation and increased antioxidant defense
in rat adjuvant arthritis. Archives of Biochemistry Biophysics, 583, 150-157.

Graham, L. M., & Eid, N. (2015). The impact of asthma exacerbations and
preventive strategies. Current Medical Research Opinion, 31, 825-835.

Grimm, T., Chovanovd, Z., Muchovg, J., Sumegov4, K., Liptdkova, A.,
Durackova, Z., et al. (2006). Inhibition of NF-«xB activation and MMP-9
secretion by plasma of human volunteers after ingestion of maritime pine
bark extract (Pycnogenol). Journal of Inflammation, 3, 1-6.

Heinrich, M., & Verpoorte, R. (2014). Good practice in ethnopharmacology
and other sciences relying on taxonomic nomenclature. Journal of
Ethnopharmacology, 152(3), 385-386.

Hosseini, S., Pishnamazi, S., Sadrzadeh, S. M., Farid, E, Farid, R., & Watson,
R. R. (2001). Pycnogenol(R) in the management of asthma. Journal of
Medicinal Food, 4, 201-209.

Impellizzeri, D., Talero, E., Siracusa, R., Alcaide, A., Cordaro, M., Maria
Zubelia, J., et al. (2015). Protective effect of polyphenols in an inflammatory
process associated with experimental pulmonary fibrosis in mice. The British
Journal of Nutrition, 114, 853-865.

Jang, A. H., Kim, T. H., Kim, G. D., Kim, J. E., Kim, H. ], Kim, S. S., et al.
(2011). Rosmarinic acid attenuates 2,4-dinitrofluorobenzene-induced atopic
dermatitis in NC/Nga mice. International Immunopharmacology, 11, 1271-1277.

Johnson, M. (2006). Molecular mechanisms of beta(2)-adrenergic receptor
function, response, and regulation. The Journal of Allergy and Clinical
Immunology, 117(1), 18-24.

151



Joskova, M., Franova, S., & Sadlonova, V. (2011). Acute bronchodilator effect
of quercetin in experimental allergic asthma. Bratisl Lek Listy, 112(1), 9-12.

Kaiser, P, Youssouf, M. S., Tasdugq, S. A., Singh, S., Sharma, S. C., Singh, G.
D., et al. (2009). Anti-allergic effects of herbal product from Allium cepa
(bulb). Journal of Medicinal Food, 12(2), 374-382.

Kelly-Pieper, K., Patil, S. P, Busse, P, Yang, N., Sampson, H., Li, X. M.,

et al. (2009). Safety and tolerability of an antiasthma herbal Formula
(ASHMI) in adult subjects with asthma: a randomized, double-blinded,
placebo-controlled, dose-escalation phase I study. The Journal of Alternative
Complementary Medicine, 15, 735-743.

Kobori, M., Takahashi, Y., Sakurai, M., Akimoto, Y., Tsushida, T., Oike, H., et
al. (2016). Quercetin suppresses immune cell accumulation and improves
mitochondrial gene expression in adipose tissue of diet-induced obese mice.
Molecular Nutrition and Food Research, 60, 300-312.

Leath, T. M, Singla, M., & Peters, S. P. (2005). Novel and Emerging therapies
for asthma. Drug Discovery Today, 10(23-24), 1647-1655.

Leclerc, N., Luppen, C. A., Ho, V. V,, Nagpal, S., Hacia, J. G., Smith, E., et al.
(2004). Gene expression profiling of glucocorticoid-inhibited osteoblasts.
Journal of Molecular Endocrinology, 33(1), 175-193.

Lee, J., Jung, E., Kim, Y., Park, J., Hong, S., Hyun, C. G, et al. (2006).
Rosmarinic acid as a downstream inhibitor of IKK-beta in TNF-alpha-induced
upregulation of CCL11 and CCR3. The British Journal of Pharmacology, 148,
366-375.

Ludvigsson, J. (2006). Why diabetes incidence increases--a unifying theory.
Annals of the New York Acadademy of Sciences, 1079, 374-382.

Ma, J. Q., Li, Z., Xie, W. R., Liu, C. M., & Liu, S. S. (2015). Quercetin
protects mouse liver against CCl,-induced inflammation by the TLR2/4 and
MAPK/NF-«B pathway. International Immunopharmacology, 28 (1), 531-539.

Mitoshi, M., Kuriyama, I., Nakayama, H., Miyazato, H., Sugimoto, K., &
Kobayashi, Y. (2014). Suppression of allergic and inflammatory responses by
essential oils derived from herbal plants and citrus fruits. International Journal
of Molecular Medicine, 33(6), 1643-51.

Nelson, H. S., Weiss, S. T., Bleecker, E. R., Yancey, S. W., Dorinsky, P.

M., & SMART Study Group. (2006). The Salmeterol multicenter asthma
research trial: a comparison of usual pharmacotherapy for asthma or usual
pharmacotherapy plus salmeterol. Chest, 129(1), 15-26.

Oliveira, T., Campos, K. M., Cerqueira-Lima, A. T., Carneiro, T. C. B., Silva
Velozo, E., Melo, I. C. R., et al. (2015). Potential therapeutic effect of Allium

152



cepa L. and quercetin in a murine model of Blomia tropicalis induced asthma.
Daru, 23, 18.

Pan, C., & Dong, Z. (2015). Antiasthmatic effects of eugenol in a mouse
model of allergic asthma by regulation of vitamin D3 upregulated protein 1/
NF-«xB pathway. Inflammation, 38, 1385-1393.

Park, H.J., Lee, C. M,, Jung, I. D, Lee, J. S., Jeong, Y. 1., Chang, J. H., et al.
(2009). Quercetin regulates Th1/Th2 balance in a murine model of asthma.
International Immunopharmacology, 9, 261-267.

Rogerio, A. P, Dora, C. L., Andrade, E. L., Chaves, J. S., Silva, L. E,
Lemos-Senna, E., et al. (2010). Anti-inflammatory effect of quercetin-
loaded microemulsion in the airways allergic inflammatory model in mice.
Pharmacological Research, 61(4), 288-297.

Sakai-Kashiwabara, M., & Asano, K. (2013). Inhibitory action of quercetin on
eosinophil activation in vitro. Evidence-Based Complementary Alternative Medicine,
2013, 127105.

Salim, E., Kumolosasi, E., & Jantan, 1. (2014). Inhibitory effect of
selected medicinal plants on the release of pro-inflammatory cytokines in
lipopolysaccharide-stimulated human peripheral blood mononuclear cells.
Journal of Natural Medicines, 68(3), 647-653.

Salpeter, S. R., Buckley, N. S., Ormiston, T. M., & Salpeter, E. E. (2006).
Meta-analysis: effect of long-acting beta-agonists on severe asthma
exacerbations and asthma-related deaths. Annals of Internal Medicine, 144,
904-912.

Machado, M. S. S, Silva, H. B. E, Rios, R., Oliveira, A. P, Carneiro, N. V. Q.,
Costa, R. S, et al. (2015). The anti-allergic activity of Cymbopogon citratus
is mediated via inhibition of nuclear factor kappa B (Nf-Kb) activation. BMC
Complementary Alternative Medicine, 15, 168.

Rang, M. P, Dale, M. M., Ritter, J. M., & Moore, P. K. (2012). Farmacologia.
(8a ed.). Rio de Janeiro, RJ: Guanabara Koogan.

Serafin, W. E. Farmacos usados no tratamento da asma. In Goodman, L.

S.; Gilman, A.; Hardman, J. G., et al. (2012). As bases farmacoldgicas da
terapéutica de Goodman & Gilman. (12a ed.). Rio de Janeiro, RJ: Guanabara
Koogan/New York, NY: McGraw-Hill.

Steagall, P V., Moutinho, E Q., Mantovani, E B., Passarelli, D., &
Thomassian, A. (2009). Evaluation of the adverse effects of subcutaneous
carprofen over six days in healthy cats. Research in Veterinary Science, 86(1),
115-120.

153


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salim%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24799081
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kumolosasi%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24799081
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jantan%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24799081

Tiwari, M., Dwivedi, U. N., & Kakkar, P. (2010). Suppression of oxidative
stress and pro-inflammatory mediators by Cymbopogon citratus D. Stapf
extract in lipopolysaccharide stimulated murine alveolar macrophages. Food
Chemistry Toxicology, 48, 2913-2919.

Turolla, M. S. & Nascimento, E. S. (2006). Informacdes toxicoldgicas
de alguns fitoterapicos utilizados no Brasil. Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas, 42, 289-306.

Upton, M. N., McConnachie, A., McSharry, C., Hart, C. L., Smith, G. D.,
Gillis, C. R., et al. (2000). Intergenerational 20 year trends in the prevalence
of asthma and hay fever in adults: the Midspan family study surveys of
parents and offspring. BMJ, 321(7253), 88-92.

Vieira, G. C., Lima, ]. E, De Figueiredo, R. C., Mascarenhas, S. R., Bezerra-
Santos, C. R., & Piuvezam, M. R. (2013). Inhaled Cissampelos sympodialis
down-regulates airway allergic reaction by reducing lung CD3+ T cells.
Phytotherapy Research, 27, 916-925.

Wannmacher, L. (2006). Tratamento medicamentoso da asma em criancas.
Uso racional de medicamentos: temas selecionados, 3(9), 1-6.

Wen, M. C., Wei, C. H,, Hu, Z. Q., Srivastava, K., Ko, J., Xi, S. T, et al.
(2005). Efficacy and tolerability of anti-asthma herbal medicine intervention
in adult patients with moderate-severe allergic asthma. The Journal of Allergy
and Clinical Immunology, 116, 517-524.

Werz, O. (2007). Inhibition of 5-lipoxygenase product synthesis by natural
compounds of plant origin. Planta Medica, 73, 1331-1357.

Woolcock, A. J., & Peat, J. K. (1997). Evidence for the increase in asthma
worldwide. Ciba Foundation Symposium, 206, 122-134.

Zhu, E, Asada, T, Sato, A., Koi, Y., Nishiwaki, H., & Tamura, H. (2014).
Rosmarinic acid extract for antioxidant, antiallergic, and a-glucosidase
inhibitory activities, isolated by supramolecular technique and solvent
extraction from Perilla leaves. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 62,
885-892.

154



Tabela 1 — Produtos de origem natural, estabelecidos na literatura para o tratamento de asma,
organizados conforme as fontes naturais e as respectivas propriedades farmacolégicas

Inibe a a¢do de leucotrienos e Leath, Singla, & Pe-
PDE4. ters (2005)

Inibe PDE3 e PDE4; Broncodi-
latagdo.

Cromolina Ammi visnaga

Xantinas Café, chas Barnes (2011)
Diminui os niveis de IgE especi-
Casca do pi- fico; reduz a agdo dos leucotrie- Belcaro et al. (2011),
Pycnogenol nheiro maritimo nos; reduz a atividade do NF-xB; Grimm et al. (2006),
francés e aumenta o volume de expira- Hosseini et al. (2001)
¢ao forcada.

PDE: Fosfatidil-esterase.

Tabela 2 — Produtos naturais em estudos de fase pré-clinica para o tratamento de asma,
organizados conforme suas propriedades farmacoldgicas descritas na literatura.

Planta medicinal Eosinéfilos . IL-13 IgE IzGl NF-kB Referéncia

Bezerra-Santos et al, 2006

C!ssmr?etbo_s- 1 I 1 Cerqueira-Lima etal, 2010
sympodialis Bezerra-Santos et al. 2012

Bezerra-Santos et al, 2006
1 Cerqueira-Lima etal, 2010

Bezerra-Santos et al | 2012

Warifteina

Ocimum
.. Costa et al, 2012
gratisssimum

Acido rosmarinico Costa et al . 2012; Zhu et al | 201

4 | m | em | 4=

-— | e | e | e | em | =
- | am | am | am | am |
—
q—
4

Acido cafeico 1 Cameiro et al., 2014

Cymbopogon l 1 Machado et al., 2015; Boukhatem
citratus al , 2014; Mitoshi et al , 2014
Kaiser etal., 2009; Park et al., 200

T l 1 Rogerio etal, 2010; Sakai-
z P Kashiwabara & Asano, 2013; Ma
al., 2015; Oliveira etal, 2015
Kaiser etal., 2009; Park et al., 200

Quercetina 1 1 1 1 1 Rogerio etal, 2010; Sakai-

Kashiwabara & Asano, 2013; Ma
al, 2015; Oliveira etal, 2015

Eugenol 1 l l l 1 Pan & Dong, 2015; Campos et al

2014
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Infeccao de Corynebacterium
pseudotuberculosis em humanos

Ramon Mendes dos Santos, Marcos Borges
Ribeiro, Songeli Menezes Freire, Roberto Meyer

O bacilo Corynebacterium pseudotuberculosis

Corynebacterium pseudotuberculosis ¢ um comum e importante paté-
geno que causa linfadenite em pequenos ruminantes, e em humanos
causa a linfadenite e a pneumonia. Sua descoberta data de 1888 por
Nocard, e foi primeiro identificado e descrito como causa de abscesso
renal em ovinos, em 1891. E um bacilo gram-positivo pleomérfico anae-
rébico facultativo e bem conhecido na medicina veterindria por infectar
predominantemente ovinos e caprinos, apesar de também afligir cava-
los, gado e veados. Linfadenite caseosa é a manifesta¢ao clinica domi-
nante entre estes animais, mas 6rgaos viscerais, incluindo os pulmaes,
também podem ser afetados. (Dorella, Pacheco, Oliveira, Miyoshi, &
Azevedo, 2006)

Infeccao de Corynebacterium pseudotuberculosis
em humanos

A infeccdo humana em geral ocorre em consequéncia da conta-
minagdo cruzada com animais infectados. Tem sido relatada a possibi-
lidade de contdgio por consumo de alimentos crus contaminados, e o
manejo ou contato com animais infectados ou com a bactéria. Alguns
trabalhos citam a dificuldade do diagndstico humano para esta infec-
¢30 ja encontrada em diferentes paises. (Bregenzer, Frei, Ohnacker &
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Zimmerli, 1997; Trost et al., 2010) Segundo a Organizagdo Mundial da
Satide Animal — World Organisation for Animal Health (OIE), entre os 201
paises que relataram suas situagOes sanitarias, 64 declararam a pre-
senca de animais com linfadenite caseosa dentro de suas fronteiras em
2009. No Brasil, a infec¢ao é considerada endémica em ovino e caprino
nas regidoes Nordeste e Sudeste, que contam com comércio, consumo
e criagdo de subsisténcia e empresas de pequeno e médio porte. No
estado de Minas Gerais, em estudo soroepidemiolégico por método
imunoenzimatico (ELISA — Enzyme-Lynked Immunosorbent Assay) foi
encontrado o valor de prevaléncia de 75,8% para ovinos e no estado da
Bahia a soroprevaléncia foi de 21,8%. (Loureiro, 2012)

Primeiro caso em humano

O primeiro caso de infec¢ao de C. pseudotuberculosis em humano foi
publicado por J. E Lopez em 1966. Tratava-se de um homem paname-
nho de 37 anos de idade que se queixava de fadiga, dores musculares
generalizadas e dor na virilha direita por uma semana. O diagnéstico e
cura s6 puderam ser alcancados apds a excisdo do linfonodo inguinal
que estava inchado e causando a dor. A partir dele pode ser feito cultura
e posterior identificacdo da C. pseudotuberculosis. Segundo descri¢ao de
Lopez, o linfonodo apresentava hiperplasia dos centros germinativos,
algumas células apresentavam-se multinucleadas e as células gigan-
tes de Langerhans nao estavam presentes. (Lopez, Wong, & Quesada,
1966)

A linfadenite

A C. pseudotuberculosis pode causar séria inflamac¢ao dos ganglios
linfaticos comprometendo seu funcionamento. Esta doenga é chamada
de linfadenite, e frequentemente atinge o linfonodo inguinal ou axilar.
Em bidpsias de pacientes com esta infec¢ao observa-se inflamagoes gra-
nulomatosas necrotizantes nao especifica, mas sem sinais de maligni-
dade, além de vasculite n3o especifica, inflamagao linfoplasmacelular
com histidcitos, células grandes de Langhans e granulomas epitelioi-
des. Algumas dreas mostram infiltrados de granulécitos eosinofilicos e
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necroses focais. (Bregenzer et al., 1997) Geralmente o linfonodo é ex-
cisado para obter a cura do paciente, caso contrario, a inflamagio pode
retornar. (Peel, Palmer, Stacpole, & Kerr, 1997)

Pneumonia associada

Na Australia, em julho de 2007, uma estudante de medicina vete-
rindria que trabalhava com C. pseudotuberculosis no laboratério de micro-
biologia da sua universidade apresentou-se no hospital com histérico
de quatro semanas com leves sintomas respiratérios, com sensagiao
de globus e disfagia, levando a tosse com expectora¢ao purulenta inter-
mitente, alguns suores noturnos, mas sem febre. Foi feita tomografia
computadorizada do térax, revelando uma estrutura consolidada de 60
mm na parte posterior do 1ébulo superior com aumento dos ganglios
linfaticos no hilo e mediastino direito. (Heggelund et al., 2015)

Apés varias tentativas para diagnosticar a causa da enfermidade
por testes soroldgicos (pertussis, micoplasma, chlamydophila, francisella,
plumula, toxoplasma e HIV), e por PCR para Mycobacterium tuberculosis,
o qual deu negativo, apenas em dezembro do mesmo ano conseguiu-se
diagnosticar a paciente com infeccdo por C. pseudotuberculosis a partir
da cultura do infiltrado pulmonar extraido por biopsia, da analise bio-
quimica do bacilo utilizando o teste ApiCoryne (BioMeérieux) e pos-
terior andlise de DNA usando dois primers com o gene 16S do rRNA.
(Heggelundet et al., 2015)

A estudante ni3o teve contato com ungulados (animais de cascos,
principalmente cabras e ovelhas) durante as semanas que antecederam
os sintomas, mas trabalhou com a C. pseudotuberculosis em sua classe
no laboratério de microbiologia, de onde se acredita ter sido o local da
contaminac¢io. (Heggelund et al., 2015)

Uma estudante de veterinaria que também trabalhava com a C.
pseudotuberculosis no laboratério de microbiologia apresentou pneumo-
nia com infiltrado eosinofilico. A manifestacao clinica era de fadiga e
tosse seca. Sendo tratada com tetraciclina (250 mg, quatro vezes ao dia)
apresentou mal-estar persistente, e por falta de diagndstico especifico
a estudante foi internada e o tratamento interrompido. (Keslin, McCoy,
McCusker, &Lutch,1979)

159



O leucograma é mostrado na Tabela 2. Seu raio X mostrou infiltra-
do no lobo inferior do pulmao esquerdo e o escarro apresentou 29% de
eosinofilos. Varios testes sorolégicos foram realizados para identificar o
agente causador da lesdo, mas todos deram negativo. Dosagem de imu-
noglobulinas IgG, IgM, IgA e IgE, além dos componentes do sistema
complemento com C3 e C4, deram normais. Anticorpos antinucleares e
fatores reumatoide estavam ausentes. (Keslin et al., 1979)

A amostra de bidpsia retirada do lobo inferior do pulmao esquerdo
revelou fibrose intersticial focal, e algumas areas dos espagos alveola-
res estavam cheios de grandes pneumocitos descamativos. Numerosos
eosindfilos estavam presentes nos espagos intra-alveolares. (Keslin et
al., 1979)

O diagnéstico foi alcangado com a cultura do aspirado transtraque-
al, o qual revelou um crescimento puro de C. pseudotuberculosis basto-
netes Gram-positivos intracelular e extracelular. Os testes bioquimicos
para identificacdo do bacilo apontaram beta hemoélise em 5% de agar
(ovelha), catalase e produgio de urease, fermentagio da glicose e mal-
tose, desenvolvimento de um halo marrom em Tinsdale dgar e fermen-
tacdo de sacarose negativa. (Keslin et al., 1979)

Diagnéstico em humanos

Atualmente o diagnoéstico da infec¢ao em humanos nao se encontra
disponivel comercialmente, e mesmo o diagndstico in house (ndo comer-
cial) é considerado complexo. A maioria dos diagnésticos realizados até
o momento tem sido baseado em métodos invasivos com excisdo do
linfonodo lesionado (geralmente linfonodos axilar ou inguinal) e sua
investigacdo por imagem, em andlise histoldgica de lesao tecidual de
amostras de bidpsias, e andlise de tipos moleculares para identificagao
do DNA do patégeno (PCR in house), cultura bacteriana e andlise bio-
quimica com ApiCoryne (bioMérieux). (Heggelund et al., 2015 ; Peel et
al., 1997)
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Tabela 1 - Publica¢Ges de casos de Corynebacterium pseudotuberculosis, em humanos

Autor e ano Pacientes Método diagnéstico Meio e via de contaminacao provavel Diagndstico, tratamento e observagdes

- Fazendeiro
- Acougueiro
Tab 01: 10 individuos da - Matadouro - Um paciente sem contato com animais &
Peel et al.1997 Australia Isolamento, cultura, Api Coryne - Inspetor de came (cortou a mao) derivados.
1985 até 1992 - Contato com ovelha ha Tano e cotena - Maioria compromete finfonodo axilar.
mao
- Outros casos s&o desconhecidos

01 homem. 30 anae Cultura em amosiras de fecido @ - Inchago doloroso epitroclear, abscesso entre
y : pus. I .
regenzer et e o aos. B o de CAMP padrao  Trbalhou como agougueiro ¢ em biceps e triceps.
al 997 co, co de CAMP reverso. fazendas de cameiros. ~Linfonodo axilar. Tratado com Claritromicina 500
Suiga. celular de dcido gordurosa por e
Sherlock system. i anas.

Heggelund, et al.
2015

01 estudante de : . . § - Api Coryne no discriminava C. p. sendo
; Gultura, Api Coryne. Confirmagio  Aulas praticas de microbiologia em ! - X
veterinaria de 23 anos. e e i necessaria a analise de DNA. - Tratamento:

Australia. " e

Tabela 2 — Leucograma de estudante de medicina veterinaria
da acometido pela pneumonia eosinofilica

Hemoglobina 15gm
Leucdcitos totais 8.100/mm3
Leucdcitos polimorfonucleares 53%
Neutrdfilos 4%
Leucdcitos 8%
Eosinoéfilos 31%
Mondcitos 8%
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Regulacao Neuroendécrina do
sistema imune nas leishmanioses

Danielle Christine Chaves Teixeira, Ananda Isis Lima

de Marinho, Adenilma Duranes Sousa, Natali Alexandrino
Cerqueira, Fabine Correia Passos, Monique Salles de Souza,
Rosangela Gomes de Lima, Gyselle Chrystina Baccan

Regulacdao neuroenddcrina da resposta imune

Principais vias de neuroimunomodula¢ao

Ha alguns anos tem se intensificado os trabalhos que mostram que
horménios e neurotransmissores podem modular varios tipos de res-
posta imunolodgica. (Webster et al., 2002a) Esses mediadores podem
afetar muitos aspectos da fun¢ao imune: como a produgio de citocinas
e anticorpos, a atividade das células NK, as respostas proliferativas de
linfécitos, a fagocitose, a distribui¢ao dos leucécitos sanguineos pelos
tecidos, entre outros. (Aarstad, Gaudernack, & Seljelid, 1983; Baccan,
Oliveira, & Mantovani, 2004; Dhabhar & Mcewen, 1996; Glaser et al.,
2001; Keller, Blake, Lyman, & Siebenlist, 1981; Marshall et al., 1998)

O sistema nervoso (SN) influencia as fung¢des imunoldgicas princi-
palmente por meio do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HPA) e do sis-
tema nervoso simpatico (SNS). (Haddad, Saadé, & Safieh-Garabedian,
2002; Sternberg, Chrousos, Wilder, & Gold, 1992; Stratakis &
Chrousos, 1995) O eixo HPA ¢é ativado em resposta a algum tipo de
estresse (injuria, estresse emocional, infec¢des etc). Esses sinais de
ameaga a homeostasia chegam a determinadas regides do cérebro, as
quais sinalizam para o hipotdlamo, que inicia as respostas especificas
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ao estresse. Mediadores quimicos, como noradrenalina, acetilcolina e
serotonina sio liberados e ativam as células do nucleo paraventricu-
lar (PVN) do hipotdlamo para liberarem corticotrophin-releasing hormone
(CRH) e arginine vasopressin (AVP). Esses peptideos sao transportados
por intermédio das proje¢oes de axonios até a eminéncia mediana, onde
sao secretados dentro do sistema porta hipofisario para, sinergicamen-
te, estimularem a liberagdo de pré-opiomelanocortina (POMC) pelas
células corticotréficas da pituitdria anterior. Esse peptideo é clivado,
originando o adrenocorticotropina (ACTH), B-endorfina e a-MSH (mela-
nocyte-stimulanting hormone). O ACTH, por meio da corrente sanguinea,
chega até as glandulas adrenais, nas quais estimula, principalmente, a
liberacao de glicocorticoides.

Os glicocorticoides, assim como outros esteroides, produzem seus
efeitos por alterarem a expressiao de genes especificos, atuando dire-
tamente nos hormone response elements (HREs) ou por meio da interfe-
réncia na regulacao génica mediada pelo NF«B (nuclear factor kappa B).
Esse fator de transcri¢ao é responsavel pela ativagdo da expressio de
genes importantes nas respostas imunes, como os de varias citocinas
e moléculas de adesdo. (Almawi & Melemedjian, 2002; Ghosh, May,
& Kopp, 1998; Saklatvala, 2002; Webster et al., 2002a) Os glicocorti-
coides levam a uma diminui¢ao na expressdao da NO sintase II e iNOS,
diminuicao na sintese de prostaglandinas, diminui¢dao na sintese das
citocinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12, TNF-a, IFN-y, GM-CSF e
aumento na sintese de IL-4 e IL-10.

A outra via que conecta o cérebro ao sistema imunolégico é o
SNS. (Elenkov, Wilder, Chrousos, & Vizi, 2000; Sternberg, et al., 1992;
Stratakis & Chrousos, 1995) A ativacao do eixo HPA, além de estimular
a liberagdo de glicocorticoides pela adrenal, também estimula liberagao
de catecolaminas por esta glandula. O CRH induz o locus coeruleus, um
conjunto de células autondémicas no tronco cerebral, a liberar noradre-
nalina das terminag¢des nervosas simpdticas. A ativagao central do SNS
é transmitida para a medula adrenal, onde as fibras simpdticas estimu-
lam as células cromoafins a liberarem adrenalina. Varios 6rgaos sio
inervados pelas fibras simpdticas, incluindo os érgaos linfoides. Nesses
locais, a noradrenalina liberada pelas termina¢des nervosas, em conjun-
to com a adrenalina sanguinea, causa varios efeitos fisioldgicos.
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Diversos autores tém discutido a importancia do SNS na regulagdo
da resposta imunolégica. Varios érgaos linfoides, como o timo, bago,
linfonodos e medula éssea sao inervados pelas fibras do SNS. As cate-
colaminas desempenham papéis-chave nesses 6rgaos linfoides, sendo
importantes no desenvolvimento do sistema imune, na regula¢do da
hematopoiese e na diferenciagiao dos linfécitos T. (Elenkov et al., 2000)
Os leucdcitos possuem em sua superficie os diferentes subtipos de
adrenorreceptores e a expressio deles parece estar alterada dependendo
do estado de ativagao imunoldgica. (Cazaux, Sterin-Borda, Gorelik, &
Cremaschi, 1995) Aparentemente todos os leucdcitos expressam recep-
tores B adrenérgicos, com excecao apenas dos clones Th2. (Elenkov et
al., 2000; Kohm & Sanders, 2000; Madden, 2003; Ramer-Quinn, Baker,
& Sanders, 1997; Sanders et al., 1997) Alguns estudos mostram que
as células NK sdo as que possuem maior nimero desses receptores.
(Elenkov et al., 2000) A quantidade de receptores 3 presentes na su-
perficie das células parece variar conforme o desenvolvimento do sis-
tema imunoldgico e o grau de maturacao das células. Por exemplo, os
timécitos parecem ter menor namero de B-adrenorreceptores do que os
linfécitos T maduros. (Radojcic, Baird, Darko, Smith, & Bulloch, 1991)
Alguns resultados indicam que a expressao de receptores o, adrenérgi-
cos pode ser regulada por glicocorticoides, agonistas B-adrenérgicos e
por citocinas. (Kavelaars, 2002) Além de expressarem em sua superficie
receptores para as catecolaminas, alguns leucécitos podem sintetizar
e liberar essas substancias. (Bergquist, Tarkowski, Ekman, & Ewing,
1994; Marino et al., 1999; Musso, Brenci, Indiveri, & Lotti, 1997)

As catecolaminas produzem varios efeitos imunomoduladores que
podem ser imunoestimulantes ou supressores. (Baccan, Sesti-Costa,
Chedraoui, & Mantovani, 2010; Elenkov et al., 2000; Kohm & Sanders,
2000; Madden, 2003;) A maioria dos resultados sdao obtidos por meio
de ensaios com tratamento in vitro de células com agonistas ou anta-
gonistas adrenérgicos, com simpatectomia cirdrgica ou quimica, e com
técnicas de adrenodemedulacao. Os estudos concentram-se nos efeitos
sobre os linfécitos e indicam que as catecolaminas exercem um papel
importante na regulagio das respostas Th1l e Th2. A B estimulag¢ao das
células T leva a uma predominancia das respostas Th2, com aumento
da producio de anticorpos e de IL-4, mediante o aumento da expres-
sdo de moléculas acessorias das células B. (Kasprowicz et al., 2000)
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Entretanto, quando as células T sao crescidas em condi¢bes promo-
toras de padrao Thl, o tratamento com B agonistas leva a um aumen-
to da liberagao de IFN-y e de IL-12. (Swanson, Lee, & Sanders, 2001)
Esses resultados, e outros além deles, demonstram que os efeitos das
catecolaminas dependem do tipo celular envolvido e do seu estado de
ativacdo. (Madden, 2003) No geral, a maioria dos trabalhos indica que
as catecolaminas promovem uma diminui¢do na producao de citocinas
Thl e aumento na citocinas Th2, mas ainda hd importantes excecdes.
As catecolaminas influenciam as células B causando aumento na produ-
¢ao de IgG1 e de IgE. A adrenalina inibe a formacao de espécies reativas
de oxigénio pelos neutréfilos, sendo que este efeito parece ser mediado
pelos receptores B (Barnett, Moore, Patrick, & Silliman, 1997). O efeito
das catecolaminas sobre as células NK € duplo, aumenta o nimero e a
mobiliza¢ao das células, mas parece inibir as suas atividades. (Elenkov
et al., 2000) Em relagao a fagocitose, o efeito do tratamento in vitro de
macréfagos com catecolaminas, depende do estado de ativacao dos ma-
créfagos, podendo ser estimulatério ou inibitério. (Baccan et al., 2010)

Além desses dois eixos principais, HPA e SNS, existem outras al-
¢as de comunicagdo entre o sistema nervoso e o sistema imunoldégico.
(Sternberg et al., 1992; Stratakis & Chrousos, 1995) O eixo HPG (hi-
potalamo-pituitaria-génadas) influencia varias respostas imunolodgicas
por intermédio de seus mediadores: testosterona, estrogénio, progeste-
rona e prolactina. (Tanriverdi, Silveira, MacColl, & Bouloux, 2003) Os
leucdcitos possuem receptores para testosterona e estrogénio (Benten
et al., 1999; Tanriverdi et al., 2003; Viselli, Olsen, Shults, Steizer, &
Kovacs, 1995), e esses hormoénios aparentemente participam da matu-
racao de linfécitos T e B. (Tanriverdi et al., 2003) A testosterona parece
aumentar o numero de Linfécitos T supressores e diminuir o nimero
de células B. (Olsen, Watson, Henderson, & Kovacs, 1991; Smithson,
Couse, Lubahn, Korach, & Kincade, 1998; Wilson, Mrose, & Thomas,
1995) O estradiol estimula a secre¢ao de TNF- a, IL-1, IL-10, IFN-y,
diminui a secreciao de IL-2, ndo altera a sintese de IL-4 e suprime a
funcao das células dendriticas. (Beagley & Gockel, 2003; Chao, Van
Alten, Greager, & Walter, 1995; Fox, Bond, & Parslow, 1991; Kovacs,
Messingham, & Gregory, 2002; McMurray, Ndebele, Hardy, & Jenkins,
2001) O principal efeito da progesterona é promover a proliferacao dos
clones Th2, mas também inibe a produ¢ao de TNF- o e de NO. (Miller
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& Hunt, 1996) Os hormonios sexuais podem afetar inimeras outras
fungbes imunoldgicas, principalmente durante a gravidez. (Walker,
1998; Whitacre, 2001)

O Sistema Nervoso Parassimpatico (SNP) também participa da re-
gulacao do Sistema Imune, por meio de a¢oes de respostas locais rapi-
das, denominadas “reflexo anti-inflamatério”. (Tracey, 2002) Neurdnios
colinérgicos inibem a inflamagao aguda, de modo semelhante ao qual
controlam outras fungdes vitais de nosso organismo, como a frequéncia
cardiaca, motilidade gastrica e dilata¢ao da pupila. Estudos com agonis-
tas e antagonistas muscarinicos e nicotinicos e de estimula¢io do nervo
vago revelaram que esse “reflexo anti-inflamatério” leva, principalmen-
te, a uma diminui¢do da libera¢ao de citocinas pré-inflamatdrias como
IL-1-B e TNE (Bernik et al., 2002; Borovikova et al., 2000;)

Altera¢oes hormonais durante infecgoes

Durante infec¢bes, ocorrem alteragdes neuroenddcrinas, as quais
podem estar relacionadas com as respostas de defesa do hospedeiro.
Sao descritas para inumeras infec¢des entre elas tuberculose, filario-
se, maldria, HIV e Doenga de Chagas. (Del Rey et al., 2007; Libonati,
Mendonga, Maués, Quaresma, & Souza, 2006; Mavoungou et al.,
2005; Roggero, Pérez, Bottasso, Besedovsky, & Del Rey, 2009; Zapanti,
Terzidis, & Chrousos, 2008) Pacientes com tuberculose apresentam
uma profunda redugdo de testosterona e DHEA e aumento de GH,
cortisol, estradiol, prolactina, e hormdnio tireoidiano. (Del Rey et al.,
2007) Na filariose crénica, também ocorre alteracao dos niveis hormo-
nais, com diminuicao de testosterona, cortisol, estradiol e LH e au-
mento de prolactina, que se correlaciona com o aumento de citocinas
pré-inflamatérias. (Mavoungou et al., 2005) Um aumento nos niveis
de cortisol e DHEA é observado em pacientes com maldria. (Libonati
et al., 2006)

Uma das possiveis causas dessas alteragdes hormonais seria a agao
de citocinas, principalmente IL-1, IL-6 e TNF-a, diretamente no SNC,
resultando na ativagido ou inibi¢ao de alguns eixos neuroenddcrinos,
como o eixo HPA (hipotalamo-pituitaria-adrenal) e HPG (hipotdlamo-
-pituitaria-gonodas) e do SNS e SNP Isto seria possivel, visto que a
comunicac¢ao entre o sistema neuroenddcrino e o sistema imunoloégico
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é bilateral. (Webster et al., 2002b) A resposta do SN a infecgdo, seria
mais uma forma que este sistema teria de manter a homeostasia corpo-
ral, visando principalmente a conten¢ao de uma resposta inflamatoria
exacerbada, que seria prejudicial ao organismo.

Hormonios produzidos pelo tecido adiposo e seu
papel nas infeccoes

Alguns autores tém discutido sobre a importancia do tecido adi-
poso e das adipocinas na regulacdo da resposta imune em processos
inflamatérios e em infec¢des. Adipocinas sao proteinas e peptideos pro-
duzidos principalmente pelos adipécitos e que tém como fun¢ido prin-
cipal a regulacdo da homeostase energética, participando de processos
que afetam o apetite, o gasto de energia e a sensibilidade dos tecidos
a insulina. (Fantuzzi, 2005) Varias adipocinas também participam de
processos nao metabdlicos podendo modular a resposta imunolodgica de
diversas formas. A primeira adipocina descoberta foi a leptina (1995).
Esta proteina tem como principal fun¢ao controlar o apetite e seus ni-
veis correlacionam-se com a massa de tecido adiposo corporal. Vérios
efeitos imunoldgicos tém sido descritos para leptina: regulacio da pro-
liferacao e diferenciagio de linfécitos T (alteragdao para padrao Thl),
regulacio da ativagdo, capacidade fagocitica e producao de citocinas por
mondcitos. (Faggioni, Feingold, & Grunfeld, 2001; Fantuzzi, 2005) A
adiponectina tem como principal papel metabdlico aumentar a sensi-
bilidade dos tecidos a insulina. Seus efeitos imunolégicos sdo princi-
palmente anti-inflamatérios, inibindo a produgao de TNF-a e de IL-6
e estimulando a liberacao de IL-10. (Masaki et al., 2004; Wolf, Wollf,
Rumpold, Enrich, & Tilg, 2004)

Os niveis de algumas adipocinas estdo alterados durante infecgdes.
Baker e colaboradores (2011) observaram que pacientes com infecgio
persistente por HPV apresentam niveis elevados de resistina e nenhu-
ma altera¢do nas concentragdes plasmaticas de adiponectina e leptina.
Pacientes com tuberculose apresentam redugao de leptina (Buyukoglan,
et al., 2007; Van Crevel et al., 2002) e de grelina, em pacientes mal
nutridos. (Kim et al., 2010) Durante a malaria placental, também é
observada uma reduc¢io de leptina nas pacientes e no cordiao umbilical,
que se correlaciona com o peso dos bebés quando nascem. (Kabyenela,
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Fried, Kurtis, Mutabingwa, & Dufty, 2008a; Kabyenela et al., 2008b)
Na doenca de Chagas, os niveis de leptina também estdo diminuidos
(Fernandes et al., 2007) e camundongos CD-1 infectados com T. cruzi
apresentam reducio de adiponectina. (Combs et al., 2005) Acredita-se
que na Doenga de Chagas, os adipdcitos e o tecido adiposo sirvam como
um importante reservatdrio de parasitas, que podem causar a enfer-
midade décadas apds a infeccdo. (Nagajyothi et al., 2012a; Nagajyothi
et al., 2012b) A infec¢ao do tecido adiposo pelo T. cruzi levaria a um
profundo impacto no metabolismo sistémico e aumento do risco de
sindrome metabolica. (Nagajyothi et al., 2009)

Leishmanioses
Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses sao doencgas negligenciadas, causadas por para-
sitas do género Leishmania, que sdo transmitidos por meio da picada de
insetos vetores. Existem diferentes apresentagdes clinicas, que variam
desde formas que acometem a pele e mucosas até formas mais severas,
onde hd o parasitismo dos érgdos. As principais formas clinicas sao:
leishmaniose cutdnea (LC) e leishmaniose mucocutanea (LMC) e leish-
maniose visceral (LV).

Anualmente sdo reportados por volta de 600 mil novos casos de
leishmanioses, mas a Organiza¢do Mundial de Saide estima que o
numero real seja de 1,3 milhdes de casos. (Alvar et al., 2012; World
Health O, 2013) Dentre esses, 300 mil s3o casos de LV e 1 milhao
sdo casos de LC. Esses numeros vém aumentando consideravelmente
nos ultimos anos o que se deve possivelmente a uma maior mobili-
dade populacional, com exposi¢ao de pessoas ndo imunes ao parasita.
(Aagaard-Hansen, Nombela, & Alvar, 2010)

Os individuos infectados estdo distribuidos em 98 paises nos 5
continentes. Em relagao a LV, 90% dos casos ocorrem em sete paises:
India, Bangladesh, Sudao, Sudao do Sul, Etiépia, Nepal e Brasil. Entre
as formas cutineas, os casos de LC sdao encontrados no Afeganistio,
Coldémbia, Republica Islamica do Ira, Paquistao, Peru, Ardbia Saudita,
Siria, Tunisia e Brasil e os casos de LMC, ocorrem principalmente no
Peru, Bolivia e Brasil.
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Como visto acima, no Brasil sdo encontradas as principais formas
clinicas de leishmanioses. O maior namero de casos de leishmaniose
sao de LC, com aproximadamente 18 mil casos reportados em 2013. A
maioria dos casos de LC estao na regido Norte (8407). Nesse mesmo
ano, foram reportados ao Ministério da Satide 3253 novos casos de LV,
sendo que quase a metade deles sdao provenientes da regido nordeste.
(Ministério da Saade, 2015)

A principal forma de transmissio do parasita, para o homem
e outros hospedeiros mamiferos, é por meio da picada de fémeas de
dipteros da familia Psychodidae, sub-familia Phebotominae, conhecidos
genericamente por flebotomineos. A infec¢ao do vetor se d4 quando as
fémeas, ao sugarem o sangue de mamiferos infectados, ingerem macré-
fagos contendo as formas amastigotas de Leishmania sp. No trato diges-
tivo anterior, acontece o rompimento dos macréfagos com a liberagao
dos parasitas, multiplicagdo e diferenciagdo em formas promastigotas.
Essas formas colonizam o esofago e a faringe do vetor, onde permane-
cem aderidas ao epitélio pelo flagelo, quando se diferenciam em formas
infectantes — promastigotas metaciclicas. O ciclo no inseto se completa
em torno de 72 horas. Apds esse periodo, as fémeas infectadas, ao re-
alizarem um novo repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado,
injetam as formas promastigotas metaciclicas juntamente com a saliva.
Na epiderme do hospedeiro, essas formas sao ingeridas por células do
sistema mononuclear fagocitario. No interior dos macréfagos, diferen-
ciam-se em amastigotas e multiplicam-se intensamente até o seu rom-
pimento, ocorrendo a liberagao dessas formas que serdo fagocitadas por
novos macréfagos num processo continuo. (Handman, 1999)

Mais de vinte diferentes espécies estdo envolvidas na patogénese
das leishmanioses. As formas cutaneas da leishmaniose sao causadas
principalmente, no novo mundo, pelas espécies L. braziliensis, L. amazo-
nenses, L. panamensis, L. guyanensis e L. mexicana e no velho mundo, pela L.
tropica, L. aethiopica e L. major. As principais espécies que causam LV sdo
L. chagasi, no novo mundo, e L. donovani e L. infantum, no velho mundo
(Almeida et al., 2011; Handler, Patel, Kapila, Al-Qubati, & Schwartz,
2015). Estudos moleculares sugerem que L. chagasi e L. infantum sejam
a mesma espécie. (Almeida et al., 2011; Mauricio, Howard, Stothard,
& Miles, 1999)
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A infeccdo por Leishmania sp nao é o tnico fator que determina
o desenvolvimento da doenca. Estudos em areas endémicas revela-
ram que muitos individuos apresentam anticorpos contra Leishmania
sp, sem nunca terem tido sintomas relacionados a enfermidade (casos
assintomaticos).

As formas mais frequentes de leishmaniose sio as formas tegu-
mentares ou cutaneas. A LC caracteriza-se pela presenca de tlceras tni-
cas ou multiplas, geralmente em locais mais expostos, como membros
inferiores, superiores e face. As ulceras podem curar-se espontanea-
mente e ocorrer a formacao de cicatrizes. Na LMC as les6es ocorrem em
mucosas na boca ou nariz e tecidos adjacentes podendo levar a destrui-
¢ao do septo nasal e comprometimento da aparéncia.

A LV ¢ a forma clinica mais grave de leishmaniose podendo levar
a 6bito em casos onde nao ha tratamento farmacolégico. Clinicamente,
é caracterizada por febre prolongada, hepatomegalia, esplenomegalia,
hipergamaglobulinemia, pancitopenia e perda de peso. (Hohenschild
& Feldmeier, 1995) M4 nutri¢io e perda de peso sdo observadas nos
pacientes com LV, principalmente em criangas. (Caldas et al., 2006;
Cerf et al., 1987; Dye & Williams, 1993; Zijlstra et al., 1992; Verde,
Verde, Neto, Almeida, & Verde, 2011) No Brasil, a LV é causada pela
L. chagasi/L. infantum e transmitida principalmente pelo inseto vetor
Lutzomyia longipalpis. Os parasitas sdo transmitidos pela picada do in-
seto vetor infectado. No hospedeiro vertebrado, os parasitos infectam
principalmente células da linhagem macrofagica e alteram a producao
de eritrdcitos, plaquetas e linfécitos, consequentemente gerando ane-
mia, trombocitopenia e diminui¢ao das contagens de células T. (Stédger,
Joshi, & Bankoti, 2010; Tripathi, Singh, & Naik, 2007) Durante a infec-
¢ao, os parasitas podem ser encontrados no figado, baco, linfonodos,
intestino e medula 6ssea. Apds a resolugao da doenca, o bago e a me-
dula 6ssea permanecem cronicamente infectados. (Smelt, Engwerda,
McCrossen, & Kaye, 1997) Apds o tratamento da LV, pode ocorrer re-
cidiva ou reativacao tardia (recrudescéncia) de infeccao subclinica ou
previamente tratada. A reativacao pode ser espontdnea, mas é frequen-
temente provocada por uma baixa da imunidade celular devido ao uso
de corticosteroide, terapia citotéxica ou em quadros de AIDS avangada.
(Silva et al., 2013)
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Resposta imunolégica durante as leishmanioses

A protegao dos individuos infectados com Leishmania sp, esta rela-
cionada ao desenvolvimento de uma resposta imune celular eficiente na
destrui¢ao dos parasitas. A citocina IFN-y desempenha um papel chave
durante a infec¢do pois ativa os macrofagos, estimulando seus meca-
nismos microbicidas. (Kima & Soong, 2013) A producao de espécies
reativas de oxigénio e / ou de 6xido nitrico é responsavel pela morte das
leishmanias. (Giudice et al., 2007; Melby, Chandrasekar, Zhao, & Coe,
2001; Novais et al., 2014)

De maneira geral, a saliva do inseto vetor é muito importante no
processo inflamatério, visto que a mesma apresenta componentes asso-
ciados a vasodilatacao, inibicdo da agregacdo plaquetdria e coagulagio
sanguinea, o que aumenta o fluxo sanguineo e possibilita a alimentagao
do inseto. A saliva dos vetores desempenha um papel importante no
estabelecimento da infec¢ao, como vem sendo demostrado por diversos
estudos. (Gomes et al., 2008; Mondragon-Shem et al., 2015 ; Prates et
al., 2012)

Diferentes células participam da resposta imune durante a leish-
maniose. (Carvalho, Passos, Schriefer, & Carvalho, 2012; Kumar &
Nylén, 2012) As células dendriticas atuam apresentando os antigenos
para as células T, as quais participam da ativacao dos macroéfagos, pro-
duzindo IFN-y. As células NK também contribuem liberando essa cito-
cina. Além do IFN-y, a IL-12 também tem um papel determinante na
infec¢ao por Leishmania sp. Esta citocina é produzida primariamente por
células apresentadoras de antigenos e sua principal atividade bioldgica
é sobre células T e NK, nas quais estimula a produc¢ao de citocinas,
principalmente IFN-y. Também desempenha fun¢ido importante na di-
ferenciacdo e expansao de células T CD4+ do tipo Thl que conferem
resisténcia a infec¢do. Segundo Scharton (1993), as células NK ativa-
das por IL-12 sao a fonte inicial de IFN-y na infec¢iao por L. major em
camundongos resistentes, e a produc¢io elevada de IL-12 parece ser o
mecanismo que confere a resisténcia a esses animais. Os neutréfilos
também desempenham um papel importante durante a infec¢io, coo-
perando com os macréfagos na indugdo de resposta imune protetora.
(Novais et al., 2009)
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A resposta imune mediada pelas células T, é crucial para a cura ou
o agravamento da leishmaniose cutdnea (LC) (DA-Cruz et al., 2002).
A resposta do tipo Th1 estd relacionada com o bom prognéstico da LC,
uma vez que, aumenta a produc¢io de IFN-y e TNF-a, que levam a ati-
vacao dos macréfagos. No entanto, a exarcebagao da resposta tipo Thl,
leva ao desenvolvimento de forma clinicas de LC mais graves. (Bacellar
et al., 2002; Oliveira et al., 2011)

Existem algumas diferencas nas respostas imunoldgicas obser-
vadas durante as formas cutdneas e a forma visceral, sendo que esta
ultima ainda é pouco compreendida pelos pesquisadores. Estudos de-
monstraram que a principal alteragao imunolégica na LV é a incapacida-
de dos linfécitos de ativarem os macréfagos para destruir as leishmanias,
o que permite a disseminagao parasitaria e estabelecimento da doenca
propriamente dita. (Goto & Lindoso, 2004)

Durante a forma ativa da LV, as citocinas IFN-y, IL-2 e IL-12 estao
diminuidas e as citocinas IL-4 e IL-10 estao elevadas, levando a uma ini-
bicao da resposta imunolégica mediada por células. (Caldas et al., 2005;
Carvalho, Badaré, Reed, Jones, & Johnson Jr., 1985; Carvalho, Teixeira,
& Johnson Jr, 1981) O controle da infec¢ao é mediado por uma resposta
imune do tipo celular e a citocina IL-12 é crucial para o controle e reso-
lugao da doenga. (Engwerda, Murphy, Cotterell, Smelt, & Kaye, 1998)

Pacientes com LV apresentam niveis séricos altos de TNF-a e de
IL-6, que diminuem apds a terapéutica com antimonial. Essas citocinas
estao relacionadas com febre e astenia e o TNF-o, também conhecido
como caquexina, pode contribuir para a perda de peso acentuada nesses
pacientes. (Karplus et al., 2002) Embora varios fatores contribuam para
uma auséncia da resposta imune celular na LV, existem evidéncias de
ativacao de células Th2 e regulatérias do sistema imune que indicam a
importancia o papel das citocinas com atividade imunomoduladora na
patogenia da LV.

Regulacao neuroenddcrina durante as
leishmanioses

Nas leishmanioses também ocorrem alteragbes hormonais.
(Baccan et al., 2011; Galindo-Sevilla et al., 2007; Teixeira, 2015; Verde
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etal., 2011) Galindo-Sevilla et al. (2007) mostraram que pacientes com
leishmaniose difusa, causada por L. mexicana, apresentavam redu¢ao nos
niveis plasmaticos de cortisol e DHEA quando comparados com pacien-
tes com LC localizada ou individuos n3o infectados. Em um estudo con-
duzido por nosso grupo, observamos que pacientes com LC localizada
apresentavam redu¢iao nas concentragdes plasmaticas de DHEA/S, pro-
lactina e testosterona. (Baccan et al., 2011) Nao observamos alteracdes
nos niveis de cortisol e estradiol, mas a concentragiao desses hormonios
estava associada com marcadores clinicos e imunoldgicos. Cortisol e
estradiol correlacionaram-se positivamente com o tamanho da lesao e
com a dose de Glucantime utilizada no tratamento e cortisol, com ni-
veis de IFN-y. Esses resultados indicam que, durante a LC localizada,
as alteragbes hormonais parecem ser benéficas ao hospedeiro. Em mo-
delo experimental de LC, onde camundongos BALB/c foram inocula-
dos com L. braziliensis, demonstramos que mesmo em periodos iniciais
da infec¢ao, nao é observada ativagao do eixo HPA. (Cerqueira, 2009;
Sousa, 2010) Os animais infectados exibem uma profunda redu¢ao nas
concentragdes plasmaticas de testosterona, que prevalece durante todo
o periodo até a cura da lesao. Uma pequena diminui¢ao nos niveis de
estradiol é observada apds 6 semanas de infecgio, periodo este corres-
pondente ao pico da les3o.

Mudangas hormonais durante a LV foram descritas pela primeira
vez por Verde e colaboradores (2011). Entretanto, nesse estudo nao fo-
ram avaliadas associagbes com altera¢cdes imunoldgicas. Em relagdo ao
cortisol, eles encontraram que os pacientes apresentavam niveis mais
elevados que os controles. Recentemente, em estudo conduzido por
nosso grupo de pesquisa, confirmamos o dado de Verde e colaboradores
(2011) e demostramos que pacientes com LV (criangas) apresentam
niveis mais elevados de ACTH e cortisol, indicando uma evidente ati-
vagio do eixo HPA. (Teixeira, 2015) Nesse estudo, evidenciamos que
essas alteragdes enddcrinas poderiam estar associadas a marcadores
terapéuticos de gravidade da enfermidade, visto que os niveis de corti-
sol estavam associados com um tempo maior de doenga e com menor
contagem de plaquetas. Um provavel mecanismo para a ativagdo do
eixo HPA, observada nos pacientes com LV, seria a agdao das citocinas
diretamente no SNC, pois as concentracdes plasmaticas de IL-6 correla-
cionavam-se positivamente com os niveis de cortisol e as de IL-1f e de
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TNE com os de ACTH. (Teixeira, 2015) Ativa¢ao do eixo HPA também
foi observada em hamsters infectados com L. infantum. (Marinho, 2015)

De acordo com esses estudos, as altera¢des enddcrinas variam de-
pendendo da forma clinica de leishmaniose. Uma explica¢cao para isso
poderia estar relacionada com a marcante diferenga nas concentragdes
plasmaticas de citocinas, como IL-1B, IL-6 e TNE na LC e na LV. Nesta
ultima, sao observados niveis elevados dessas citocinas, que poderiam
levar a ativagio do eixo HPA, atuando diretamente no SNC.

Dayakar et al. (2011) publicaram uma hipétese de que os niveis
de leptina poderiam estar diminuidos em pacientes com LV, devido a
redugao de peso corporal. O autor também propde que esta diminuigao
contribuiria para o aumento das respostas Th2 observadas em LV. Em
estudo realizado por nosso grupo, nao detectamos alteragdes de adipo-
cinas em pacientes com LV, sendo que, tanto pacientes como individuos
sadios apresentavam concentra¢des plasmaticas semelhantes de lepti-
na e adiponectina. (Teixeira, 2015) De modo semelhante ao observado
com os horménios do eixo HPA, embora os niveis plasmaticos das adi-
pocinas nao estejam alterados, eles correlacionam-se com marcadores
clinicos da enfermidade, particularmente os hematolodgicos.

4. Diferencas entre sexos, regulacao hormonal e
leishmanioses

De modo semelhante a outras infec¢des, nas leishmanioses tam-
bém s3o observadas importantes diferencas entre os sexos, em rela-
¢do ao numero de individuos infectados e na manifestacao clinica da
doenca.

Estudos em animais de experimenta¢ao fornecem dados mais con-
cretos na compara¢io entre os diferentes sexos, pois 0s animais sio
analisados nas mesmas condic¢des de infeccao, como indculo, via e fase
da infecgdo. Assim, alguns dados foram obtidos com os modelos expe-
rimentais das diferentes formas clinicas de leishmaniose.

Em rela¢ao a LC, camundongos DBA/2 fémeas infectadas com L. me-
xicana, ndo exibem ou exibem apenas pequenas lesdes, em contraste do
que acontece com os machos. (Alexander, 1988) Esta diferenca se deve
principalmente ao fato de que elas desenvolvem predominantemente
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uma resposta Th1, com producao de IFN-y em diferentes fases da infec-
¢30, ao passo que em apenas alguns machos sao observados transcri-
tos desta citocina. (Satoskar & Alexander, 1995; Satoskar, Al-Quassi, &
Alexander, 1998) O tratamento in vitro, de macréfagos de camundon-
gos DBA/2, com concentragdes fisiologicas de 17-f estradiol, induz a
um aumento da morte dos parasitas (L. mexicana), provavelmente pela
elevagio da produgao de NO e nio pela produgao de citocinas pré-infla-
matérias. (Lezama-Davila, Isaac-Marquez, Barbi, Oghumu, & Satoskar,
2007) Interessantemente, quando camundongo DBA/2 sao infectados
com L. major, ambos os sexos desenvolvem lesdo, mas apenas nos ma-
chos, essas lesdes sao curadas. (Alexander, 1988) Em outro modelo
experimental de LC, onde hamsters s3o infectados com L. panamensis ou
L. guyanensis, nos machos as lesdes sao maiores e mais severas, a disse-
minagao de parasitas para outros sitios além do de infecao é mais fre-
quente e a carga parasitaria no linfonodo drenante mais elevada. (Travi
et al.,, 2002) Também hd maior expressdo de IL-4, IL-10 e TGF-$ nas
lesdes dos machos, quando comparados com fémeas. O tratamento das
fémeas com testosterona antes da infec¢io leva ao desenvolvimento de
lesdes maiores que as fémeas nao tratadas. Em relacdo a L. brazilienses,
que é a principal espécie envolvida nos casos de LC no Brasil, também
sdo observadas diferencgas entre sexos no modelo experimental com
camundongos BALB/c, porém, sao as fémeas que apresentam lesdes
maiores. (Cerqueira, 2009; Sousa, 2010) O tratamento in vitro com
testosterona ou estradiol, ndo altera a porcentagem de macroéfagos in-
fectados, nem a quantidade de parasita por fagdcito. (Sousa, 2010)

Nao obstante os diversos trabalhos que evidenciam a dicotomia se-
xual em modelos experimentais de LC, apenas dois trazem informagdes
sobre LV. Anuradha e col. (1990), mostrou que hamsters machos infecta-
dos com L. donovani, apresentam maior carga parasitaria que as fémeas.
O tratamento das fémeas com testosterona, aumenta a carga parasitaria
e o0 dos machos com estradiol, confere resisténcia a infec¢ao. De modo
semelhante, hamsters infectados com L. infantum, também apresentam
maior carga parasitaria que as fémeas. (Marinho, 2015) Entretanto, as
alteracdes bioquimicas causadas pela infec¢ao sao mais acentuadas nas
fémeas.
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Conclusoes

Atualmente existem inimeras evidéncias do importante papel re-
gulador que os horménios exercem no sistema imunolégico durante
infec¢des, incluindo as leishmanioses. O laboratério de neuroendocri-
noimunologia tem contribuido significantemente para uma maior com-
preensdo das alteracdes enddcrinas que ocorrem nas diversas formas
clinicas de leishmaniose, por meio de avaliagdes de pacientes e de es-
tudos com animais de experimentag¢do. Deste modo, propomos que a
infeccao desencadeia uma série de alteragdes enddcrinas que sio espe-
cificas para cada forma clinica e que se relacionam com parametros de
gravidade da doenca. Destacamos ainda a importante ativagao do eixo
HPA que ocorre nos pacientes com LV.

A compreensao dos mecanismos que desencadeiam essas respos-
tas neuroenddcrinas e dos efeitos delas, pode contribuir para o desen-
volvimento de novas abordagens terapéuticas e do reconhecimento de
novos marcadores clinicos de gravidade da enfermidade.
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Aspectos da intera¢ao neuronio-glia,
sob a Otica da resposta inflamatéria
a um protozoario intracelular
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Etelvina Viana de Jesus, Alex Barbosa dos Santos, Catia Suse de
Oliveira Ribeiro, Marcienne Tardy, Vivaldo Moura-Netto, Songeli
Menezes Freire, Ramon dos Santos El-Bacha E Silvia Lima Costa

Introducao

O sistema nervoso central (SNC) dispde de células altamente es-
pecializadas para a transmissio de sinais e manutenc¢ao da homeostasia
tecidual. Dentre elas, destacam-se as células gliais, astrocitos, oligoden-
drécitos e microéglia, cujo protagonismo tem sido descortinado a passos
largos pela neurociéncia. O conhecimento dos determinantes molecu-
lares e celulares do funcionamento do SNC e sua reatividade frente a
insultos, tem demonstrado que a glia exerce papeis individuais ou em
intima interagdo com neurdnios, o que tem servido para bem embasar
aspectos da fisiopatologia tecidual. Sao atribuidas as células gliais a se-
crecao de mediadores proé-inflamatérios, de quimiocinas e proteases,
além da geracio de espécies reativas do oxigénio e intermediarios do
nitrogénio. (Kaur, Seunggu, Yang, & Crane, 2010)

Astrécitos correspondem a mais de 50% do total de células do
SNC, e sua atividade espelha-se na demanda metabdlica neuronal, seja
no aspecto nutricional, detoxificativo, ou de controle da homeostasia
e neurotransmissdo. (Haydon & Carmignoto, 2006;) A resposta astro-
citdria as injarias no SNC, sejam estas de origem mecanica, isquémica
ou infecciosa, é caracterizada por um processo definido como astro-
gliose, que corresponde a proliferacao e a hipertrofia, com alargamento
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do corpo celular e aumento da expressao de glial fibrilary acidic protein
(GFAP), componente de seu citoesqueleto, responsavel pelas modifica-
¢Oes fenotipicas. (Benveniste, 1993)

Por sua vez, a micréglia, que integra o sistema fagocitico mononu-
clear, corresponde a aproximadamente 20% do total das células da glia.
Com acentuada capacidade de proliferar e de migrar ativamente para
o local da injtria, incluindo aquelas de natureza infecciosa. As células
micrégliais detém competéncia imunoldgica no parénquima cerebral,
diferenciando-se em macroéfagos e células dendriticas, se estimula-
das respectivamente com macrophage colony-stimulating fator (M-CSF) e
com granulocyte macrophage colony-stimulating fator (GM-CSF). (Fischer
& Reichmam, 2001; Vilhardt, 2005) Em resposta a uma variedade de
lesdes do sistema nervoso central, a micréglia torna-se reativa (micro-
gliose) e pode aumentar o numero de receptores especificos, incluindo
o receptor de complemento tipo 3, denominado OX-42, que se tornou
seu imune marcador celular preferencial. (Kim & De Vellis, 2005)

No SNC, a resposta imune inata frente a patégenos ¢ iniciada por
uma resposta antigénica nao-especifica e pela rapida producao de cito-
cinas e quimiocinas, protagonizada pelas células gliais. (Aloisi, 2001)
O reconhecimento de moléculas inespecificas é feito através de recep-
tores de reconhecimento de padrdes ou de receptores Toll-like (TLR).
Diferentes TLRs presentes na superficie das células gliaisdisparam uma
cascata de reagOes intracelulares que comandam a transcri¢ao de genes
para a sintese de citocinas, como: Tumor necrosis fator (TNF), IL-1 e IL-
6, e a indu¢ao da enzima 6xido nitrico sintase destroem o patégeno in-
vasor. (Becker, 2006; Farina et al., 2005; Larsen, Holm, & Owens, 2007)

A micréglia participa ativamente da vigilancia imunologica, ex-
pressando citocinas da resposta imune inata, como: IL-12, IL-18 e TNE
além de quimiocinas — -Proteina de inflamac¢ao de macréfago 1 (MIP-
1), Proteina quimiotatica de mondécito(MCP), e Regulated upon Activation
normal T-cell Expressed and Secreted (Rantes) — que s3o necessdrias para
atrair macroéfagos e células T. (Olson & Miller, 2004) Durante a respos-
ta imune adquirida, essas células desempenham fung¢des conforme as
necessidades do microambiente, as quais incluem prolifera¢cdo, migra-
¢ao, fagocitose, regulagio da capacidade de apresentacao de antigenos e
regulacio dos receptores de superficie da resposta imune inata. Células
microgliais participam na resposta imune adaptativa como células
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apresentadoras de antigenos e ativadoras de linfdcitos T, apresentando
em sua superficie moléculas major histocompatibility complex (MHC II) e
moléculas co-estimuladoras que se ligam a superficie dos linfécitos T,
resultando na indugio de respostas do tipo Th1 ou Th2. (Becker, 2006)
Os astrécitos também participam ativamente na imunidade adaptativa,
pois além de expressarem MHC II, possuem moléculas de adesao intra-
celular (Icam) que permitem maior interacao célula-célula com linfé-
citos T efetores. Atribui-se ainda a glia a regulacdo da resposta imune
no SNC pelo aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica,
facilitando a circulacao e atividade de linfocitos no sitio de infecgio.
(Gee & Keller, 2005)

As culturas primdrias mistas de células gliais, em especial de as-
trocitos e microglia, tém sido adotadas para o esclarecimento dos efei-
tos de agentes externos sobre estas duas subpopulacdes de células e o
impacto de suas inter-relagdes em diversos fendmenos ou desordens
do SNC. Alternativamente, o modelo de co-culturas de células gliais
e neurdnios origindrios de diferentes regides cerebrais tem permitido
elucidar a sensibilidade e as intera¢cdes das diferentes populacoes de cé-
lulas do SNC, em diferentes condi¢des patoldgicas. (Costa et al., 2002)

Evolucao da linha de pesquisa: Intera¢ao
neuronioglia na infeccao por Neospora caninum

No Laboratério de Neuroquimica e Biologia Celular (LabNq) do
Departamento de Bioquimica e Biofisica do Instituto de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal da Bahia (ICS-UFBA), modelos de es-
tudo in vitro de células do SNC estdo bem estabelecidos. Pinheiro et al.
(2006a) caracterizaram aspectos da resposta imune de culturas prima-
rias de astrécitos de ratos infectados com taquizoitos de N. caninum,
parasita que costuma infectar inimeras espécies animais, trazendo es-
pecial prejuizo para rebanhos bovinos, em razao de provocar abortos.
(Dubey, 2003) Encistando-se no tecido cerebral de seus hospedeiros, o
N. caninum parece estabelecer intera¢cdes em prol de sua defesa, as quais
facultam a cronicidade da infeccao. (Innes et al., 2000)

No limiar desta linha de pesquisa que contribui para formagao de
mestres e doutores em Imunologia, o parasito N. caninum foi empregado
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na infecgio de astrécitos de ratos em cultura primaria investigando-se
as caracteristicas da resposta inflamatéria, sendo entao confirmada por
imunocito quimica, astrogliose e a presenga do vacuolo parasitéforo
nessas células. (Pinheiro et al., 2006a) A seguir, ainda em astrécitos,
verificou-se que o perfil da resposta ao parasita evidenciava expressi-
va liberagio de IL-10, IL-6 e ainda 6xido nitrico, detectado a partir da
dosagem de nitritos. (Pinheiro et al., 2006b)As observagdes foram em
seguida estendidas as culturas mistas gliais contendo 85% de astrécitos
(marcacao GFAP+) e 12% de microgliécitos (OX-42+), onde verifi-
cou-se que a infecgdo por taquizoitos de N. caninum promoveu gliose
acentuada e liberagdo significativa de IL-10, IL-6 e TNE Nessas cultu-
ras mistas, foi demonstrado através do teste de Azul de Tripan que a
infeccao produziu lesao de membranas em 15 % das células apds 24
h. (Pinheiro et al., 2010) Esses achados levaram a conclusao de que a
resposta proé-inflamatéria, mais acentuada nas primeiras 24 h, poderia
ser responsavel pela redu¢ao do niumero de parasitas nas etapas subse-
quentes da infecgao in vitro. Também se cogitou que através de meca-
nismo autécrino a micréglia estaria contendo a inflamagio em favor de
uma possivel prote¢ao neuronal.

O tecido nervoso, quando submetido a uma agressao, responde
através do estimulo a sintese e a atividade da isoforma da enzima 6xi-
do nitrico sintase (iNOS ou NOS-2), responsavel pelo incremento na
liberagao de 6xido nitrico (NO). A resposta inflamatéria assim aciona-
da é, principalmente, da competéncia da micréglia. (Rock et al., 2004)
Culturas primarias de astrécitos de ratos quando tratadas com TGF-f e
IL-10 respondem com inibi¢ao de TNE o que segundo Benveniste, Tang
e Law (1995), contribui para manter a homeostasia do SNC. A secre¢ao
de IL-10 pelas células da micréglia pode também ser interpretada como
um dos mecanismos envolvidos na homeostase no SNC durante a in-
feccao por Toxoplasma gondii, parasita este, genética e fisiologicamente
assemelhado ao N. caninum. A IL-10 reduz o estresse oxidativo ao pro-
mover uma regulacao negativa na produ¢iao de NO quando a micréglia
é ativada por IFN-y o que, consequentemente, favorece a restauragao
do equilibrio neuronal. (Gazzinelli et al., 1996) Segundo Rozenfeld et
al. (2005), a produc¢ao de NO em co-culturas ativadas com IFN-y foi
também inibida na presenca de T. gondii, tendo favorecido a viabilida-
de neuronal em mecanismo dependente da secre¢cao de TGF-B1. Por
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outro lado, a resposta inflamatéria no tecido nervoso pode ser ainda
intermediada pela prostaglandina E2 (PGE2). Esse prostanoide pare-
ce desempenhar a¢ao anti-inflamatéria, por reduzir a produ¢ao de NO
e de citocinas pro-inflamatérias, aumentando a expressao de citocinas
anti-inflamatérias. (Tzeng, Hsiao, & Mak, 2005) Minghetti, Polazzi,
Nicolini, Créminon & Levi (1996) relataram que a sintese de PGE2 ca-
talisada pela isoenzima ciclo oxigenase-2 (COX-2) é regulada por IFN-y
e NO. Ja a adi¢ao de PGE2 a células microgliais sob estimulo inflamaté-
rio acarreta inibicao da iNOS.

Em nosso grupo, para testar a resposta glial em ambiente regulado
por estimulo pré-inflamatério, desenhou-se experimentos em que cul-
turas de astrocitos e micréglia foram previamente tratadas com TNF e
IFN-y (50, 150 e 300 IU/ml) 24 h antes de serem infectadas com N. ca-
ninum, em modelo de inflamagio preconizado por Yamane et al., (2000).
Moduladas por essas citocinas, as células nao apresentaram comprome-
timento da viabilidade, demonstrado pelos testes de exclusdo de Azul
de Tripan e de MTT, porém, o estimulo pré-inflamatério reduziu pro-
gressivamente a proliferacao parasitdria. Nas culturas nao infectadas, o
tratamento com TNF n3o afetou a liberagao de 6xido nitrico, enquanto
o IFN-y provocou aumento da liberacdo desse mediador, mensurado
a partir da concentra¢ao de nitrito. Ja nas culturas infectadas, o IFN-y
reduziu drasticamente os niveis de NO, sugerindo possivel efeito inibi-
tério da d6xido nitrico sintase tipo 2 (iNOS). (Jesus et al., 2009)

A modulagio pré-inflamatéria foi também desenhada experimen-
talmente nessas culturas gliais mistas, a partir do bloqueio da a¢do das
citocinas IL-10 e TGF-B. Nessas condi¢des, avaliou-se viabilidade ce-
lular, controle da proliferagdo parasitaria, assim como a liberagdo dos
efetores NO e PGE2, sendo observado aumento da liberagdo basal de
PGE2 quando da modulagao pré-inflamatéria tanto pelo efeito de IFN-y,
quanto do bloqueio de citocinas regulatérias, associado ao decréscimo
da liberagdao de NO, sugerindo que o prostanoide deveria exercer papel
retroregulador sobre sintese de NO. Nossos resultados também susci-
taram a hipétese de uma possivel sinergia entre IFN-y e o N. caninum,
desencadeando mecanismos que facilitariam a imune evasio do para-
sita. (Jesus et al., 2013) A resposta atenuada da glia frente ao parasita
poderia ser favordvel ao tecido nervoso, preservando particularmente
0s neurdnios.
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Para verificar essa provavel protecao, desenvolveu-se, como mos-
trado a seguir, experimentos em modelo de co-cultura, cultivando-se
neurdnios obtidos de embrides de ratos sobre tapete glial. Apds 72 ho-
ras de infec¢do, o namero de parasitas foi reduzido em 54.1 e 44.3%
nas culturas estimuladas com IFN-y e LPS; a libera¢ao de 6xido nitrico,
medida a partir da dosagem de nitrito, também foi inibida nas culturas
infectadas e a reducao da liberacio de nitrito foi bem mais acentua-
da nas células moduladas por IFN-y. A andlise morfoldgica, além de
confirmar astrogliose (GFAP+) e microgliose (OX-42+), evidenciou,
através da marcacao com B-III Tubulina, uma fragmentagio de neuri-
tos nas células submetidas ao estimulo pré-inflamatério ou a agao do
parasita. Contudo, a morfologia neuronal foi preservada nas amostras
que sofreram estimulo do IFN-y seguido da infecgdo parasitaria. (Jesus
et al., 2014)

Relatos na literatura dao conta de que co-culturas de células gliais/
neurdnios quando infectadas com T. gondii, parasita este assemelhado
ao N. caninum, também tiveram o crescimento de neuritos estimulados.
(Rozenfeld et al., 2005) Os autores propuseram que isto poderia ser
explicado por efeito indireto da PGE2 secretada mediante estimulo in-
flamatorio, causando liberacao e a¢ao autécrina de IL-10.

A citocina IL-10 é reconhecida pelo perfil regulatério, enquanto a
IL-6 pode eventualmente estar relacionada com efeitos protetores, por
inducio de fator de crescimento neuronal (FCN) em astrocitos (Otten
et al., 2000), ou ainda, através da sua capacidade de ativar uma resposta
rapida pré-inflamatéria pela micréglia, acarretando elimina¢ao imuno-
mediada dos agentes infecciosos. Owens, Badcook, Millward e Toft-
Hansen (2005), Wagoner e Benveniste (1999), Streit, Walter e Pennell
(1999), e Otten et al. (2000) também atribuem agio pré-regenerativa
a IL-6, enquanto Escartine e Bonvento (2008) atribuiram ao TGF- a
capacidade de estimular astrécitos a liberarem fatores neurotréficos e
de cicatrizagio.

Por sua vez, Cacci, Ajmone-Cat, Anelli, Biagioni, e Minghetti
(2008) verificaram que culturas de células microgliais respondiam a
estimulos inflamatérios crénicos, reduzindo a liberacao de IL-1, IL-6 e
TNE enquanto aumentavam a liberagdo de IL-10 e PGE2. Esses auto-
res também verificaram que o meio condicionado por estimulo micré-
glial “agudo” acarretou redu¢ao da sobrevivéncia de células precursoras
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neurais (PCN), enquanto o meio condicionado por micréglia, cronica-
mente estimuladas, favoreceu a neuritogénese.

Discorrendo sobre os papeis dos mensageiros inflamatoérios PGE2
e oxido nitrico no tecido nervoso, Minghetti et al. (1997) formularam
uma correlagdo de equilibrio na qual a elevagdo das taxas do prosta-
noide sobre as taxas de NO favoreciam a prote¢do tecidual, enquan-
to a elevagio de NO com decréscimo de PGE2 estaria associado a
neurodegeneragao.

Quanto ao IFN-y, este desencadeia atividade antiparasitaria por
mecanismos que podem atuar concomitantemente. Ao mecanismo oxi-
dativo, com ativacao da NOS-2 e liberagao de éxido nitrico, associa-se
também o controle da proliferacdo de parasitas por meio da indugio
da enzima indolamina 2-3 dioxigenase (IDO). (Spekker et al., 2009) A
atividade da IDO (E.C. 1.13.11.52) em células da imunidade inata foi
inicialmente associada a defesa do hospedeiro contra patégenos como
Toxoplasma gondii, Chlamydiapsitacci, citomegalovirus (CMV), e a conten-
¢ao do crescimento de células tumorais, sendo justificada por depletar
triptofano e limitar a habilidade dos patégenos em sintetizar proteinas.
(Uyttenhove et al., 2003) A IDO transforma o L-triptofano em N-formil
cinurenina, cuja hidrélise libera cinurenina, catabdlito utilizado para
mensurar a atividade enzimatica. (Rafice, Chauhan, Efimov, Basran, &
Raven, 2009) O composto 1-metil-triptofano (1MT) inibe competitiva-
mente a enzima IDO e consequentemente a formacao das cinureninas.
(Yuasa, Ball, Austin, & Hunt, 2010)

Neste sentido, nos propusemos a investigar a atividade da IDO
em co-culturas neurdnio-glia infectadas com taquizoitos de N. caninum
(1:1 célula: parasito) verificando que a infecgao promoveu aumento de
40% na atividade enzimatica enquanto sua inibicdo com 1-MT, acarre-
tou proliferagdo parasitaria. (Jesus et al, 2019) (Figura 1A e 1B)

A agdo anti-parasitaria da IDO foi observada por Carvalho et al.
(2010) em cultura de células uterinas humanas (HeLa) e trofoblasto
(BeWo) infectadas por taquizoitos de N. caninum as quais, quando ativa-
das por IFN-y e suplementadas com triptofano ou tratadas com metil-
-triptofano tinham o crescimento parasitario favorecido. Por outro lado,
sabe-se que a atividade de IDO nas células é regulada por varios fatores
bioquimicos, como a presenca de 6xido nitrico e a biossintese de grupos
heme. Citocinas como IL-6, IL-4, IL-13 e TGF-f sao apontadas como

195



supressoras de IDO. (Orabona et al., 2005; Yuan, Collado-Hidalgo,
Yufit, Taylor & Varga, 1998)

O catabolismo do triptofano, desencadeado pela ativagao da IDO,
é, portanto, um potente mecanismo antiparasitdrio (Murakami et al.,
2012) e esta enzima, expressa em microglia e astrécitos, e desempe-
nha importante papel na homeostasia do tecido nervoso. (Guillemin
et al., 2001) Apds a ag¢ao da IDO, no primeiro passo do catabolismo do
triptofano, a cinurenina pode ser oxidada para produ¢ao do acido qui-
nolinico (QUIN), um agonista dos receptores NMDA ou transamina-
da, produzindo acido cinurénico (KINA), por sua vez, um antagonista
desses receptores. (Guillemin et al., 1999) A infecgdo de co-cultivos
neurdnio-glia por N. caninum com consequente preserva¢ao neuronal,
poderia ser interpretada pela ativacdo predominante da cinurenina
transaminase (KAT) em astrécitos. Uma vez que os processos inflama-
térios no SNC estimulam a sintese de fatores neurotréficos por células
da glia (Takemoto et al., 2015) no modelo em estudo, células gliais
foram infectadas com taquizoitos de N. caninum e com esse meio condi-
cionado pela infec¢io cultivou-se neurdnios obtidos de embrides de ra-
tos. A analise do meio condicionado por RT-PCR mostrou um aumento
na expressao génica de IL-10 (2 vezes), BDNF (1,6 vezes) e NGF (1,7
vezes), quando comparado a cultivos controle, enquanto a imuno mar-
cacdo com B-Tubulina evidenciou expressiva proliferacao de neuritos.
(Grangeiro et al., 2019)

Conclusoes

O conjunto desses dados evidencia que quando o tecido nervoso
¢ infectado pelo coccidio N. caninum, células gliais desempenham um
papel imuno-modulador com liberagao de IL-10 e PGE2 e inibi¢do da
enzima iNOS. Sio ainda atribuidas a modulagio glial a liberagao de
fatores neurotréficos e a ativagdo da IDO, enzima que desencadeia ca-
tabolismo do triptéfano e tem papel no controle da proliferacao parasi-
taria. A modulagio glial, com resposta inflamatdria atenuada, mantem
a homeostasia tecidual, favorecendo neuroprote¢ao, mas também o en-
cistamento e sobrevida do agente infeccioso.
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Figura 1- Atividade da Indolamina 2, 3 dioxigenase (IDO) em co-
cultura de ratos infectados ou ndo com taquizoitos N. caninum
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Atividade da IDO foi medida em co-culturas obtidas de ratos recém-natos (24 h) e
embrides (18 dias) com ou sem estimulo de IFN-y (100UI/ml). Trp (1 mM) e 1 metil-
Trp (1,5 mM) foram adicionados previamente a infec¢do com taquizoitos de N. caninum na
proporgao 1:1 (parasito: célula/72 horas). Andlise realizada com Teste de Turkey (Anova).
A: contagem de taquizoitos, B: atividade da Indolamina 2,3 dioxigenase (*) = p < 0,5.
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Introducao

O glioblastoma multiforme (GBM) é o tumor primario mais agres-
sivo e mais frequente do sistema nervoso central (SNC), que com-
preende cerca de 50% dos gliomas cerebrais, e que é classificado pela
Organizagao Mundial da Saude (OMS) como Grau IV. (Louis et al.,
2016) Sao tumores que se desenvolvem nos hemisférios cerebrais com
rapida proliferacdo e que s3o altamente invasivos, apresentando um
mau progndstico. A remoc¢ao cirtrgica do tumor constitui a primeira
linha de terapia. Infelizmente, as células de glioblastoma sio altamen-
te méveis e também se infiltram nos tecidos circundantes. Assim, na
maioria dos casos, a cirurgia tem de ser seguida por terapia de radiagao.
A quimioterapia padrio consiste em drogas alquilantes, como carbo-
platina, carmustina e fotemustina. Agentes, como tamoxifeno, selénio,
retinoides, citocinas e anticorpos, tém sido propostos, mas seus efeitos
continuam a ser um tema de discuss3o. (Chambaut-Guérin et al., 2000;
Costa et al., 2001; Defer et al., 1997; Hertenstein et al., 2016; Rooprai
et al., 2007) Apesar dos recentes avancgos nestas terapias, inclusive com
a introducao mais recente da temozolomida, o tempo de sobrevivéncia
médio para pacientes com glioblastoma continua a ser de aproximada-
mente 12 meses. (Hart et al., 2008; Soffietti, Ruda, & Trevisan, 2007)
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A resisténcia ao tratamento tem sido associada, em parte, a pre-
senca de células tronco tumorais e micréglia/macréfagos no microam-
biente tumoral, gerando assim um ambiente que pode ser caracterizado
por quimio-resisténcia, radio-resisténcia e imunossupressao. Estudos
em culturas primarias a partir de explantes de tumores neurogliais ma-
lignos humanos tém revelado quimio-resisténcia a temozolomida e ca-
pacidade de auto renovagio, quando transplantadas em camundongos.
(Patru et al., 2010) Marcadores moleculares tém sido associados com
malignidade e quimio-resisténcia. O grupo de Hervé Chneiweiss obser-
vou, apds analise protedmica, que o fator de crescimento derivado de
hepatoma (HDGF- hepatoma-derived growth factor) estava superexpresso
em tumores neurogliais malignos. (Thirant, 2012) Por outro lado, a su-
pressao da expressao do receptor CXCR4 em células-tronco de glioma
com o uso de miR-302-367 induziu bloqueio da via sonic hedgehog (SHH-
GLI-NANOG) envolvida na autoexpressao e renovagao. (Fareh et al.,
2012) Outros fatores do microambiente tumoral também sao determi-
nantes para o crescimento de gliomas e imunomodulagao. J4 estd bem
estabelecido o papel de Interleucina 10 (IL-10) na atividade supressora
do crescimento de glioma por células imunoefetoras de perfil Th1. (De-
Vleeschouwer, Spencer, Ceuppens, & Van Gool, 2007) Por outro lado,
um desafio significativo para o desenvolvimento de novas terapias para
gliomas é a sua capacidade para induzir imunossupressao local e sisté-
mica, limitando a resposta imune inata para o crescimento tumoral, e a
eficiéncia da resposta imune da adaptativa. (Gousias et al., 2010) Tem
sido demonstrado que no microambiente tumoral os gliomas sao capa-
zes de suprimir a resposta imune, por intermédio de regula¢ao positiva
de proteinas anti-inflamatdrias, a regulacdo negativa de apresentagao
de antigenos, além da expansao de efetor imunossupressora de células,
como as células T reguladoras. Gliomas também pode expressar molé-
culas de superficie com efeito imunossupressor, incluindo a molécula
homologa de B7-1 co-estimuladora (B7-H1), também conhecida como
ligante indutor de morte celular programada 1 (PD-L1; 15). (Crane,
Ahn, Han, & Parsa, 2012; Parsa et al., 2007; Zou et al., 1999) Em par-
ticular, aten¢ao tem sido dada ao estudo da reposta de micréglia no
microambiente tumoral.

Por outro lado, a participa¢gdo da micréglia/macréfagos no favore-
cimento do crescimento dos gliomas tem sido demonstrada, mas ainda
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estd pouco elucidada. Estas células tém demonstrado produzir cito-
cinas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias, no entanto, também sio
capazes de produzir fatores de crescimento e quimiocinas. (Butovsky
et al.,, 2006) A despeito de seu potencial citotéxico, essas células po-
dem infiltrar significativamente na massa tumoral e parecer favorecer
o crescimento do tumor, e n3o a sua erradicagdo. (Wu, Pastor-Pareja,
& Xu, 2010) Uma vez que as células do glioblastoma sao imunogéni-
cas (Kostianovsky et al., 2008) e secretam citocinas imunossupresso-
ras (Badie, Schartner, Prabakaran, Paul, & Vorpahl, 2001), a controlada
ativacdo da microéglia e de sua propriedade antitumoral dentro do am-
biente do glioma pode constituir uma importante arma para defesa adi-
cional em terapias contra tumores cerebrais.

Portanto, os compostos que mostram atividade antitumoral e imu-
nomodulatéria podem ser considerados como aliados-chave para me-
lhorar o tratamento convencional aplicado a tumores do CNS. A busca
por medicamentos alternativos para interven¢des terapéuticas contra
tumores do cérebro langou luz sobre compostos fitoquimicos.

Um grupo de moléculas que despertou o interesse da comunida-
de cientifica é o dos flavonoides, presentes em diferentes géneros de
plantas, tendo em conta a diversidade de efeitos biolégicos em células
do SNC, incluindo a atividade anti-glioma como demonstrado pelos es-
tudos desenvolvidos pelo nosso grupo laboratério de Neuroquimica e
Biologia Celular (LabNq), e outros. (Braganhol et al., 2006; Coelho et
al., 2015; Freitas et al., 2010; Santos et al., 2011; Sharma et al., 2007;
Silva et al. 2008; Youdim, Shukitt-Hale, & Joseph, 2004) Mais recente-
mente, temos caracterizado a propriedade imunomoduladora de flavo-
noides durante a interagao da micréglia com células de glioma. (Coelho,
2013; Coelho et al., 2016; Silva et al., 2015; Silva et al. 2019)

Neste capitulo, iremos apresentar o estado atual de conhecimento
sobre a fisiopatologia de gliomas malignos, destacando o papel da mi-
croglia/macroéfagos no favorecimento do crescimento tumoral, assim
como os principais achados do grupo LabNq sobre a investigacao do
potencial antitumoral e imunomodulador de flavonoides na busca de
possiveis agentes adjuvantes ao tratamento de gliomas malignos.
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Aspectos da fisiopatologia de gliomas malignos:
resposta microglial no microambiente tumoral

A glia é formada por quatro células principais: astrdcitos, oligo-
dendrécitos, micréglia e epéndima. E a partir dessas células que as
neoplasias do SNC se originam. “Gliomas” é o termo utilizado para
designar os tumores (neoplasias) originarios das células da glia encefa-
lica, a saber, astrdcitos, oligodendrécitos, e seus precursores do SNC.
(Goodenberg & Jenkins, 2012)

Glioblastomas sao pobremente imunogénicos e nao expressam an-
tigenos as células apresentadoras de antigenos (APC), além do mais,
expressam niveis significantes de TLR e ndo secretam citocinas infla-
matérias, como IL-1, IL-6 e TNF-a, responsaveis pelo desenvolvimen-
to da resposta imune inata. (Lehnardt, 2010) A intera¢ao do tumor
com as células normais do SNC altera o perfil inflamatério da resposta
imunolégica antitumoral. Diversos estudos demonstram que o perfil
de resposta Th1 apresenta um melhor prognéstico em pacientes com
cancer. (Galon, 2006) Esse perfil de resposta contribui para a destruigao
tumoral. (Dieu-Nosjean et al., 2008) Pacientes com resposta a citocinas
inflamatérias polarizadas para o perfil Thl apresentaram melhora no
quadro clinico. Por outro lado, pacientes com alta resposta regulatéria
no ambiente tumoral, por exemplo expressiao genética de marcadores
Th17 obtiveram piores progndsticos.

Micréglias sdo consideradas como a primeira linha de defesa no
Sistema Nervoso Central (SNC) (Farber & Kettenmann, 2006), quando
ativadas, adquirem uma morfologia ameboide, fenétipo semelhante a
macroéfagos, e expressam os mesmos marcadores, como MHCI, MHCII,
Ibal e Glut5. (Halliday & Stevens, 2011) Dependendo dos estimulos,
as células da microéglia podem atuar de maneira favoravel, promovendo
regeneracao tecidual, podem ter um papel regulador, ou também po-
dem favorecer um perfil patolégico, promovendo a neuroinflamacgio ou
neurodegeneragio. (Czech et al., 2009)

Descrita pela primeira vez em 1932 por Del Rio-Hortega como uma
populagio de células distintas dos astrécitos e oligodendrécitos, a mor-
fologia da micréglia foi esclarecida, inicialmente por Mori e Leblond
(1969), por meio de microscopia Optica e eletronica, e por Ling (1981),
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por meio de andlise citoquimica. Desde entao, suas propriedades tém
sido estudadas com maiores detalhes.

As micréglias produzem citocinas pré-inflamatérias e anti-infla-
matorias. Além disso, com a estimula¢dao destas células também sio
produzidos fatores de crescimento e quimiocinas. (Butovsky et al.,
2006) A neuroinflamag¢ido microglial em paralelo com a produgio de
citocinas pré-inflamatdrias é comumente associada com a produgao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), 6xido nitrico (NO), dependente
de ativagao e espécies reativas de nitrogénio (RNS). ROS sao moléculas
contendo oxigénio, que oxidam e reagem com constituintes celulares
vulnerdveis, incluindo proteinas, dcidos nucléicos e lipidios. O cérebro
é particularmente vulneravel ao excesso de geragio de ROS e RNS. O
estado classicamente ativado de micréglia conduz a resposta neuroin-
flamatéria e modula os efeitos prejudiciais sobre os neurénios, ao passo
que em seu estado de ativagao alternativa, que é aparentemente um
estado de ativagdo benéfica, a micréglia desempenha um papel crucial
na manutengio e reparagao tecidual. (Jha, Lee, & Suk, 2015)

Dentre as doencas com as quais as células da microéglia estao asso-
ciadas, os tumores cerebrais representam um desafio a ciéncia devido
sua complexidade. Micréglia e macréfagos infiltram o glioblastoma ad-
quirindo um fendtipo que contribui para a invasdo tumoral, prolifera-
¢ao, sobrevivéncia e angiogénese, bloqueando as respostas imunes tanto
a nivel local como de forma sistémica. (Galea et al., 2005; Mieczkowski
et al., 2015) Essas células s3o dominantes, infiltrando-se no tumor, sao
recrutadas por fatores secretados pelas células tumorais, que induzem
a aquisi¢iao de fun¢do imunossupressora, servindo de suporte para o
tumor. (Wu et al., 2010) Micréglias/macréfagos representam a maior
subpopula¢ao de células normais em gliomas humanos. (Hussain et
al., 2006) Existem dois estados funcionais de polarizagao da micréglia
ativadas, nomeadas por tipo M1 (classico/ativagiao pro-inflamatoéria) e
tipo M2 (alternativa/ativacao anti-inflamatério), como em macréfagos.

Muitos gliomas humanos mostram infiltragdo proeminente de mi-
croglia/macroéfagos e hoje ja é considerada uma correlagdo a abundancia
de destas células com o grau de malignidade do tumor. (Nishie et al.,
1999) Badie et al. (2001) verificaram que as fun¢des imunoldgicas da
micréglia sdo suprimidas no ambiente do glioma. Existem varias evidén-
cias de que o comportamento da micréglia é controlado pelas células do
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tumor, resultando na secre¢ao de citocinas e fatores de crescimento que
podem contribuir para a evasao imune, crescimento e invasio de outras
regides no cérebro. Estudos afirmam que o aumento na libera¢ao de
IL-10 em micréglia cultivada junto com glioblastoma estd diretamente
relacionado ao aumento da expressio de Stat3. (Yu, Luptrawan, Black,
& Liu, 2006) A avaliagdo da progressao do glioma in vivo demonstra que
a atividade fagocitica da microéglia estd inibida na presenc¢a do tumor, e
por outro lado, o crescimento do glioma ni3o é afetado pela micréglia,
sugerindo a presenca de um ambiente imunossupressor que contribui
para sua proliferacao. (Zhai, Heppner, & Tsirka, 2011)

Diversos estudos demonstram que o perfil de resposta Thl esta
associado a um melhor progndstico em pacientes com cancer. (Galon et
al., 2006) Dieu-Nosjean et al. (2008) observaram a importancia da res-
posta Th1 para a destruicao tumoral. Pacientes com resposta a citocinas
inflamatérias em células B, T-CD4 e T-CD8, polarizadas para o perfil
Th1 em cancer de pulmio, apresentaram uma melhora no prognéstico.
Por outro lado, pacientes que apresentaram alta resposta regulatéria
no ambiente tumoral, por exemplo expressiao genética de marcadores
Th17, obtiveram piores prognésticos. O perfil de resposta Th2 esta di-
retamente relacionado a secre¢do de citocinas IL-4 e IL-10 por células
microgliais, que tém mostrado propriedades anti-inflamatdrias no mi-
croambiente tumoral. (Wong, Lotze, Wahl, & Wahl, 1992) Portanto,
como delineado na Figura 1, para que haja uma eficiente resposta imu-
ne dirigida contra células tumorais é desejado um equilibrio para um
microambiente Thl.

A resposta imune inata a gliomas envolve além de macréfagos/mi-
créglia, neutrofilos, células natural killer e células dendriticas (DC) (Fig.
2). Gliomas secretam citocinas anti-inflamatérias e induzem a produ-
¢do de Fas ligante por micréglia, este induz apoptose de células T com
regulacdo negativa do MHC, gerando defeitos funcionais em células
apresentadoras de antigenos, linfécitos T auxiliares e linfécitos T cito-
toxicos, (Badhiwala et al., 2013) também secretam citocinas imunos-
supressoras e, portanto, prejudicam terapias baseadas em linfécitos T
citotéxico. Além disso, induzem a producao de Fas ligante pela micré-
glia, este, por sua vez, induz apoptose em células T. (Badie et al., 2001)

Neste contexto, a investiga¢do da a¢do de compostos que atuem
na modula¢do de alvos moleculares e sua relagdo com potencial
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antitumoral e imunomodula¢do pode trazer novos avangos no desen-
volvimento de fairmacos e aplica¢ao na terapia adjuvante de tumores
cerebrais malignos.

Flavonoides como agentes antitumorais:
potencial aplica¢ao para gliomas malignos

Os flavonoides sao compostos quimicos naturais hidrossoltveis de
baixo peso molecular que compdem uma classe de metabdlitos secun-
darios produzido pelas plantas. Podem ocorrer na forma livre (aglico-
nas) ou conjugada a agucares (glicosideos). Esses compostos podem
ser encontrados nos frutos, folhas, flores, sementes e sio amplamen-
te distribuidos no reino vegetal, basicamente nas angiospermas. Nos
vegetais, os flavonoides desempenham diversas fun¢des: nas folhas,
bloqueiam a radiagio ultravioleta extrema, nas flores, atuam como si-
nais visuais atraindo agentes polinizadores, como passaros e abelhas.
(Lopes, Oliveira, Nagem, & Pinto, 2003)

De um modo geral, os flavonoides estao envolvidos nos mecanis-
mos de defesa naturais das plantas, além de participarem da dieta huma-
na como constituinte de diversos alimentos, como: vinho tinto, frutas,
6leo de oliva, chd, café, e na maioria dos componentes de origem vege-
tal. O consumo didrio destes compostos esta em torno de 23 mg/dia,
das quais a maior parte é representada pela quercetina, especialmente
devido a ingestao de alimentos como o cha preto, cebolas, frutas e o vi-
nho tinto. Além disso, esses compostos sdo sintetizados exclusivamen-
te pelos vegetais, onde desempenham atividades fundamentais para seu
desenvolvimento. (Yunes, Pedrosa, Rozangela, & Cechinel Filho, 2001;
Martinez-Florez, Gonzalez-Gallego, Culebras, & Tufion, 2002)

Uma das propriedades biolégicas dos flavonoides mais estudadas
é a sua atividade antioxidante. (Friedman, 2007; Ye, Liu, & Wei, 2007;
Bubols et al., 2013) Pesquisas também atribuem a estes compostos
acdo antimicrobiana (Friedman, 2007; Moller et al., 2006), atividade
analgésica e anti-inflamatoria (Bukhari et al., 2007), entre outras.

O estudo dos flavonoides tem gerado resultados promissores em
varias patologias. Diversas pesquisas in vitro utilizando flavonoides
em varios tipos de cancer tém demonstrado uma promissora atividade
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antitumoral. (Hertog, Hollman, & Katan, 1992) A atividade antiglioma
dos flavonoides também tem sido demonstrada por estudos desenvol-
vidos pelo nosso grupo e outros. Observamos que a rutina, extraida de
vagens da planta brasileira Dimorphandra mollis exerce a¢des nas células
da linhagem de glioblastoma humano GL-15 , diminuindo a prolife-
racao celular, induzindo apoptose e alterando a morfologia de células
remanescentes para um fenétipo indiferenciado para um fendtipo di-
ferenciado astrocitdrio, caracterizado por um aumento da expressao da
proteina glial fibrilar dcida (GFAP), efeitos associados a regula¢ao ne-
gativa da via de sinaliza¢do associada, por sua vez a proteina ERK1/2,
e resultante redu¢do na produgio do fator pré-angiogénico ligada ao
endotélio vascular (VEGF). (Freitas et al., 2011; Santos et al., 2011)
O tratamento com flavonoides polihidroxilados, e entre estes a rutina,
induziram retardo na migragao de células de glioma GL-15, associado a
redugio de estruturas tipo filopodias na superficie celular, a presenca de
células em apoptose, além da regulacdo da expressao de proteinas com-
ponentes da matriz extracelular (MEC) e metaloproteinase associada a
matriz (MMP), com marcac¢ao intra e extracelular para a fibronectina,
marcagao predominantemente intracelular para laminina, e redu¢ao na
expressao e atividade de MMP-2. (Santos et al., 2015) O grupo também
observou que o flavonoide rutina nao é citotdxica para células gliais
normais, (astrécitos e micréglia) mas é capaz de induzir ativagao destas
células associadas a liberacao de fatores tréficos, como TNF-a e 6xido
nitrico (NO). (Silva et al., 2008)

Estudos desenvolvidos por Das e colaboradores (2010) demons-
traram que os flavonoides apigenina, (-) -epigalocatequina, (-) -epi-
galocatequina-3-gaate (EGCG) e genisteina foram capazes de induzir
apoptose em células de linhagens derivadas de glioblastomas humanos
T98G e U87MG, mas nao foram téxicos para células astrocitarias nor-
mais. (Das, Banik, & Ray, 2010) Entre as drogas testadas em nosso gru-
po também foi verificado um efeito anti-glioma muito promissor obtido
em estudos in vitro apds tratamento com flavonoides casticina, pendule-
tina e hidroxiflavona, extraidos da espécie regional Croton betulaster. Foi
verificado que, além de inibir o crescimento e a invasao, os flavonoides
também induziram apoptose de células de glioblastoma da linhagem
GL-15. (Coelho et al., 2015) Também demonstramos recentemente que
o flavonoide apigenina, também extraido de Croton betulaster, foi capaz
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de inibir o crescimento de células de linhagem glioma murino C6, mas
nao foram toéxicos para células astrocitdrias normais. (Coelho et al.,
2015) A apigenina induziu acumula¢ido de células na fase GO/G1 do
ciclo celular e inibiu a migra¢ao de células de glioma de forma eficiente.
Além disso, induziu alteragdes morfoldgicas associadas a diferenciagao
astroglial, caracterizadas por um aumento da expressio da proteina as-
trocitaria GFAP e a diminui¢ao da expressdao da proteina nestina, um
marcador tipico de precursores neuronais. Efeitos imunomoduladores
de apigenina também foram caracterizados neste estudo. O flavonoide
diminuiu a secre¢io da citocina inflamatéria TNF, reduziu a citocina
regulatéria IL-10, além de aumentar a produ¢ao de ON. (Coelho et al.,
2016)

Considerando os promissores resultados obtidos sobre efeito anti-
glioma e potencial imunomodulador dos flavonoides rutina e apigeni-
na, buscamos aprofundar os efeitos destas moléculas em uma situagao
simulando intera¢des no microambiente tumoral, em especial das célu-
las de glioma com a microéglia. De fato, ambos flavonoides demonstram
ser capazes de modular fatores envolvidos na resposta imune tumoral
durante a intera¢do micréglia/glioma.

Nos ensaios de interagdo direta glia/glioma, os efeitos inibitérios
dos flavonoide rutina e sua aglicona quercetina sobre a viabilidade e
migracdo de células glioma foram amplificados, ligados a ativacao de
micréglia e aumento na secre¢ao de citocina pré-inflamatéria TNF-a e
reducio na citocina IL-6. A andlise ultraestrutural revelou a formagio
de sinapses microglia/glioma e vactiolos fagociticos em células expostas
a rutina. Em ensaios de interacao indireta utilizando sistema Transwell,
as células tumorais cultivadas na camara inferior na presenca da ru-
tina atrairam micréglia e macréfagos peritoneais da cidmara superior
para o ambiente das células tumorais, induzindo quimiotaxia dose de-
pendente. Por outro lado, esta interagdo indireta das células de glioma
com a micréglia também resultou na amplificagdo do efeito inibitério
do flavonoide sobre a viabilidade e migragdao das células de glioma. O
conjunto dos resultados deste estudo mostrou que rutina e querceti-
na modulam a expressdo de fatores de crescimento e quimiocinas em
células de glioma e quimiotaxia de microglia; que microglia exposta a
rutina ou a quercetina inibe indiretamente a proliferacao e migracao
de células de glioma; e que ambos os flavonoides modulam citocinas
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inflamatoérias durante as interagdes diretas entre microglia/glioma e re-
duz a expressdo de fatores imunomodulatérios, assim como reduzem
a tumorigénese, com perda de competéncia de neoformag¢io do tumor
quando xenotransplantadas no cérebro de ratos, efeito também asso-
ciado a modulagao do perfil inflamatério. (Silva et al., 2017; Silva et al.,
2019)

Os ensaios de intera¢ao micréglia/glioma também apontam efeitos
inibitérios do flavonoide apigenina nas células microgliais isoladas e
em co-culturas. O flavonoide foi capaz de induzir diferenciagio e alte-
racao no perfil imunolédgico para M2 em células microgliais, além de
promover quimiotaxia para culturas C6 de gliomas pré-tratados — a qui-
miotaxia estando associada ao aumento na secre¢io do fator de necrose
tumoral citocina pré-inflamatéria (TNF-a) e a diminuigdo na secregao
de citocinas regulatérias IL-6 e IL-10. (Coelho et al., 2016)

Considerac¢oes finais

Os flavonoides estao despertando o interesse da comunidade cien-
tifica devido as suas propriedades bioldgicas, inclusive antitumorais.
Os achados sobre os efeitos de flavonoides em células de glioma e em
interacao direta ou indireta com células da micréglia indicam que o tra-
tamento mostra efeito antitumoral relacionado a alteragao no perfil de
citocinas regulatérias e pré-inflamatérias. Também se destaca a impor-
tancia da interagao entre glia/glioma no perfil de resposta imunolégica
no ambiente tumoral e no desenvolvimento de firmacos imunomodu-
ladores que possam ser mais ativos para o tratamento de tumores cere-
brais malignos. Aponta-se, finalmente, os flavonoides como potenciais
compostos adjuvantes ao tratamento de tumores gliais malignos, como
o glioblastoma de grau IV.
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Figura 1 - Perfil de citocinas que influenciam na biologia tumoral do glioma

Thi Th2

Tumores condicionam o microambiente para um perfil de resposta dominante
para Th2 como estratégia para escapar do ataque mediado por células do
sistema imune. Na presenca de citocinas Th2 (1110, TGFp, IL-4), tumores
regulam negativamente a expressdo de MHC e moléculas co-estimuladoras
necessarias para atrair células supressoras, como células T-reg e células
mieloides que suprimem a fun¢io da célula assassina. O ambiente de

Th2 regula negativamente as moléculas co-estimuladoras sobre as células
apresentadoras de antigenos (APC), que servem para ativar quaisquer células
Th1 que venham a se infiltram no tumor como as micréglias. A morte

de células tumorais imunomediada requer um microambiente Th1 (IL-2,
IL-12, IL-13, INFy, TNF). Na presenca de citocinas Th1, tumores regulam
positivamente a expressiao de moléculas de MHC I e co-estimuladoras
necessarias para a ativacio das células T citoliticas (CTLs) que irdo, entao,
para reconhecer e matar as células tumorais. Portanto, as estratégias para
aumentar a imunidade de Th1 por si s6 ndo sdo suficientes para mediar a
imunidade anti-tumoral, sendo a manutenc¢io na produ¢ao de citocinas Thl
necessaria no microambiente tumoral. (Adaptado de Zhu et al., 2012)
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Figura 2 — Mecanismo proposto de escape elaborado pelo glioma
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Resposta imune inata a gliomas envolvendo macroéfagos teciduais, microglia,
neutroéfilos, células natural killers (NK) e células dendriticas (DC). Gliomas
secretam citocinas anti-inflamatérias e induzem a producio de Fas ligante por
micréglia, este induz apoptose de células T com regula¢io negativa do MHC,
gerando defeitos funcionais em células apresentadoras de antigenos, células
Tauxiliares e linfécitos T citotoxico. (Adaptado de Badhiwala, et al., 2013)
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imunomoduladores e neuroprotetores
para doencas neurodegenerativas: uma
emergente linha de pesquisa do PPGIM

Victor Diogenes Amaral da Silva, Cleide dos Santos

Souza, Noélio de Jesus Menezes, Monique Marylin Alves de
Almeida Carneiro, Cleonice Creusa dos Santos, Fillipe Mendes
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Introducao

As intimas intera¢Oes e sinaliza¢Oes entre neurdnios e células
gliais desempenham papéis cruciais durante o desenvolvimento e no
sistema nervoso central (SNC) adulto, assim como apresentam um pa-
pel crucial no controle nutricional, na homeostase e na manutenc¢ao
de fungdes e estruturas cerebrais, tal qual para neuroprote¢ao. Ainda,
estas interrelagdes também podem participar de sua deteriora¢ao devi-
do ao envelhecimento ou a doengas. As patologias do sistema nervoso
central sdo originadas por agentes téxicos, lesdo traumadtica e doengas
isquémicas, ou podem ser desencadeados por degenera¢ao neuronal
associada ao envelhecimento ou a doenca degenerativa e até mesmo
por acimulo de citocinas, neurotransmissores e radicais reativos.
Desordens neurodegenerativas tém como uma das caracteristicas em
comum o envolvimento de diferentes tipos de células, dentre estas os
astrocitos e células da microglia que apresentam respostas caracteris-
ticas de gliose, que por sua vez contribui para a disfun¢do e/ou morte
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neuronal. (Frank-Cannon, Alto, McAlpine, & Tansey, 2009; Parpura et
al., 2012; Perry, Nicoll, & Holmes, 2010; Verkhratsky & Butt, 2007)

Os flavonoides estdo entre os metabolitos secunddrios de origem
vegetal amplamente investigados no presente e representam um dos
produtos naturais mais importantes e diversificados com grupos fené-
licos. Os flavonoides sdo encontrados em frutas, legumes, sementes,
cascas, raizes, caules, flores e seus produtos de prepara¢ao, como chas
e vinhos. Diversas atividades bioldgicas sdo atribuidas a essa classe de
polifendis, como atividades antitumoral (Yang et al., 2000) antioxidan-
te (Kandaswami & Middleton, 1994), antiviral (Miki et al., 2007) anti-
-inflamatéria (Guardia, Rotelli, Juarez, & Pelzer, 2001), entre outras,
que dao importincia farmacolédgica significativa para este grupo de
moléculas.

O consumo de flavonoides na dieta tem sido associado a redu¢ao
do risco de doengas neurodegenerativas (DND) em humanos, neuro-
prote¢io contra insultos relevantes relacionados as DND em modelos
animais de estudo, tal qual melhorias na cogni¢do e aprendizagem.
(Engelhart et al., 2002; Janssen et al., 2015; Weinreb, Mandel, Amit, &
Youdim, 2004)

Esses compostos também induzem um amplo espectro de respos-
tas em células gliais e culturas de neurdnios e em modelos in vitro de
doencas do SNC, apoiando a hipétese de que podem ser considerados
como potenciais agentes neuroprotetores e neuroimunomoduladores
in vivo.

Neste capitulo, apresentaremos uma revisao sobre os principais as-
pectos relacionados a linha de pesquisa do Programa de Pés-Graduagao
em Imunologia, que envolve efeitos farmacolégicos dos flavonoides na
modulagio da resposta neuroinflamatdria e sua implica¢ao em modelos
in vivo e in vitro de desordens degenerativas do sistema nervoso central
e associada a estudos desenvolvidos no Laboratério de Neuroquimica e
Biologia Celular (LabNq).
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O papel da resposta inflamatéria em doencas
neurodegenerativas do sistema nervoso central

Doenca de Alzheimer

A Doenga de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa,
que constitui a forma mais comum de deméncia e causa de incapaci-
dade nos idosos em todo o mundo. Esta enfermidade foi descrita pela
primeira vez em 1907 pelo neuropatologista alemao Alois Alzheimer e
é caracterizada pela perda de neurdnios cerebrais relacionados a fun-
¢Oes cognitivas. (Alzheimer, 1907; Stelzmann, Schnitzlein, & Murtagh,
1995) Os sintomas iniciais normalmente incluem dificuldade para lem-
brar nomes e acontecimentos recentes, apatia e depressio. Os sintomas
tardios incluem agravamento da perda de meméria, diminui¢ao da com-
preensao da fala, dificuldade de raciocinio, desorientagao, confusao, al-
teracdes comportamentais e dificuldade para falar, engolir e caminhar.
(Forstl & Kurz, 1999)

A DA pode ser classificada como familiar ou esporadica. A for-
ma familiar da doencga é rara e representa cerca de 5-10% dos casos.
Esta ¢é caracterizada por inicio precoce, apresenta-se principalmente por
meio de mutag¢des da proteina precursora amildide — do inglés amyloid
precursor protein (APP) —, presenilina-1 (PS1) e presenilina-2 (PS2).
(Shinohara et al., 2014)

A maioria dos casos da DA manifesta-se de forma esporadica, re-
presentando cerca de 90-95% dos casos. Nessa condi¢do, os pacientes
normalmente desenvolvem a doenca depois dos 65 anos de idade (em-
bora tenha etiologia multifatorial, a idade é o principal fator de risco
para o desenvolvimento desta forma da enfermidade). (Ballard et al.,
2011) Apesar de existirem diferentes causas genéticas e ambientais,
todos os pacientes apresentam comportamento clinico semelhante, e
desenvolvem lesbes cerebrais idénticas, que histopatologicamente é
marcada por dois componentes principais: os emaranhados neurofibri-
lares intracelulares, e as placas neuriticas extracelulares cercadas por
astrocitos e microglia ativados. O principal componente dos emaranha-
dos neurofibrilares sao filamentos helicoidais emparelhados de prote-
ina tau truncada, que se apresenta anormalmente hiperfosforilada, ao
passo que o principal componente das placas neuriticas ou senis sao
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os depositos do peptideo beta amildide (AB). (Meraz-Rios, Toral-Rios,
Franco-Bocanegra, Villeda-Herndndez, & Campos-Pefia, 2013) Estas al-
teragdes sao o resultado final de modifica¢gdes pds-traducionais e envol-
vem diferentes genes, o que torna a DA uma doenca neurodegenerativa
multigénica complexa. (Ballard et al., 2011)

Além dessa complexidade multigénica na DA, ja é sabido que AB
promove uma resposta inflamatéria mediada por células residentes do
sistema nervoso, como microglia e astrécitos, ativando vias de sina-
lizacao que podem levar a neurodegeneracdo. (Glass, Saijo, Winner,
Marchetto, & Gage, 2010) Embora se pensasse anteriormente que o
sistema nervoso central (SNC) fosse um local imunologicamente pri-
vilegiado, agora é bem descrito que certas caracteristicas de processos
inflamatérios ocorrem normalmente no SNC em resposta a uma lesao,
doenga ou infec¢ao, uma vez que células residentes podem gerar mediadores
inflamatérios, como citocinas pré-inflamatérias, prostaglandinas (PGs), radicais
livres e fatores de sistema complemento. Além disso, estas células podem simul-
taneamente induzir a produgdo de moléculas de adesdo e quimiocinas,
podendo recrutar células do sistema imune periférico. (Heneka et al.,
2015)

As placas neuriticas sao estruturas formadas por depdsitos extra-
celulares que contém um nucleo fibrilar de Ap altamente insolavel, for-
mado por fragmentos de 39-42 residuos de aminoacidos. Estas placas
sao rodeadas por microglias, astrdcitos reativos gerados a partir de pro-
cessos degenerativos neuronais. (Olabarria, Noristani, & Verkhatsky,
2010; Frost & Yue-Ming, 2017)

O actimulo de AP no cérebro é um dos principais processos pato-
légicos encontrados nos pacientes com a DA. O pepitideo Ap normal-
mente origina-se a partir da APP-B, por meio das a¢cdes sequenciais de
beta-secretases e de um complexo multiprotéico de gama secretases.
(Yan et al., 1999) A formagao destes depdsitos inicia uma série de even-
tos celulares que sao capazes de provocar uma resposta imunolédgica
com a participagao de células residentes do sistema nervoso central,
como microglia e astrécitos. O acumulo de AB no parénquima cerebal
induz uma migragdo microglial e promove uma resposta inflamatéria
aguda e cronica contra estes agregados, mediantea indugao da produgio
de 6xido nitrico (NO), espécies reativas de oxigénio — do inglés reacti-
ve oxygen species (ROS)-, citocinas pré-inflamatérias (TNFa, IL-1f e
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IL-6) e prostaglandinas (PGE2), que eventualmente podem promover
a morte neuronal. (Heneka et al., 2015; Glass et al., 2010) (Figura 1)

Existem dois tipos celulares no SNC envolvidos diretamente como
mediadores celulares na Doenga de Alzheimer: a microglia e os astréci-
tos. A microglia respresenta um grupo de células residentes no sistema
nervoso, que diferentemente dos astrécitos, neurdnios e oligodendro-
citos, de origem ectodérmica, sao derivadas do mesoderma, ou seja, a
partir de células precursoras de mondcitos, e sio capazes de propor-
cionar uma resposta inicial contra qualquer dano que ocorra no SNC.
(Verkhratsky & Butt, 2007) A presenca da microglia ativada em volta
das placas neuriticas sugere que essa célula participa do acimulo de Ap
observado em pacientes com DA. (Salter & Stevens, 2017)

Em condigGes fisioldgicas, a microglia esta em seu estado “inativo”
onde morfologicamente apresenta um pequeno corpo celular com pro-
cessos ramificados. Quando ativadas por patégenos ou por dano, estas
células sofrem visiveis alteragdes morfoldgicas incluindo redu¢iao dos
processos e crescimento do corpo celular, adquirindo uma morfologia
amebdide e exibindo uma ampla variedade de marcadores de superficie
celular especificos. (Torres-Platas et al., 2014; Salter & Stevens, 2017)
As placas neuriticas presentes no cérebro de pacientes com Alzheimer
induzem uma resposta inflamatéria mediada pela microglia, resultando
na secrecao de citocinas pro-inflamatérias que podem causar direta-
mente dano neuronal. (Glass et al., 2010)

Células da microglia tém inicialmente um papel imunomodulador
e expressam uma grande variedade de moléculas e antigenos relaciona-
dos a resposta imune. No entanto, o papel especifico da microglia no
SNC permanece controverso. A ativagao da microglia nao é um feno-
meno simples e Gnico, pelo contrario, é uma continua série de eventos
nos quais a microglia desperta elementos das respostas imunes inata e
adaptativa e consistentemente demonstra ativagdo por meio da apre-
senta¢io de antigenos na superficie celular. (Verkhratsky & Butt, 2007;
Salter & Stevens, 2017) De acordo com esse principio, a microglia
apresenta resposta “variavel”, em que uma mistura das vias de ativagao
classicas, além de um aumento exacerbado da ativacao alternativa, é
observada na Doenga de Alzheimer; o prolongamento da inflamagao
resulta na propagacao e persisténcia da neurodegeneragdo. (Salter &
Stevens, 2017)
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Os astrocitos sdo as células gliais mais abundantes presentes no
SNC e apresentam um importante papel na organizacdo e manutengao
deste sistema. Estas células interagem com neurdnios e estao envolvi-
das na secrecdo e reciclagem de neurotransmissores, homeostase i6-
nica, regulacao do metabolismo energético, remodelamento sinaptico,
detoxificagdo de substancias endbgenas e exdgenas, modulagao do es-
tresse oxidativo, processamento da informagao e transmissao de sinais.
(Verkhratsky & Butt, 2007)

Nos estagios iniciais da DA, astrécitos ativados sao encontrados em
duas regides: a camada molecular do cértex cerebral e préximo aos de-
positos amildides abaixo da camada de células piramidais. Entretanto,
0s mecanismos que levam a ativa¢ao destas células em resposta as mu-
dangas patolédgicas produzidas pela Doenga de Alzheimer nado sio evi-
dentes, mas tem sido demonstrado que a presenca do amiléide induz a
ativagdo de astrécitos. Essas células ativadas sdo capazes de fagocitar e
degradar amiléide, sugerindo sua contribui¢ao para a remog¢ao do Af no
parénquima. (Frost & Yue-Ming, 2017)

Nao sé astrécitos, mas também a microglia é ativada por meio de
receptores do tipo toll — do inglés toll-like receptors (TLR) — e de recep-
tores para produtos finais de glicacdo avangada (RAGE) causando infla-
magcao local que, eventualmente, poderia intensificar a morte neuronal.
(Glass et al., 2010)

Em geral, o processo inflamatério em pacientes com DA apresenta
alteracdes na morfologia da microglia e ativagao astrocitdria, fendmeno
denominado de gliose, sendo a astrogliose manifestada pelo aumento
do numero, tamanho e motilidade dos astrécitos, e por aumento nos
niveis de expressao da proteina acida fibrilar glial — do inglés glial fi-
brillary acidic protein (GFAP) —, vimentina e nestina. Estas mudancgas
resultam numa “ruptura” das fun¢des dos astrécitos, que sio essenciais
para o funcionamento dos neurdnios e manuten¢ao da homeostase do
sistema. (Verkhratsky & Butt, 2007)

Essas mudancas causam altera¢des nas atividades normais dos as-
trécitos, que sao essenciais para a fungao neuronal. Dentre as fung¢des
fisiolégicas realizadas pelos astrdcitos, a manuten¢ao da concentragio
de glutamato no espago extracelular destaca-se, uma vez que provo-
ca uma despolarizagao neuronal local, o que leva a danos citotéxicos.
(Verkhratsky & Butt, 2007; Kirchhoff, Dringen, & Giaume, 2001) Deste
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modo, embora a ativagao de astrécitos tenha um papel protetor no cé-
rebro, a ativacdo intensa exacerba o dano neuronal e acelera a progres-
sao da doenca. (Glass et al., 2010) Além disso, astrécitos ativados siao
capazes de causar neurodegeneragiao e expressar fatores associados a
inflamagdo, como a proteina S100p. Em circunstancias normais, S100$
promove o crescimento de neuritos, estimula a proliferacao de astréci-
tos e aumenta as concentracdes de calcio livre em ambos, neurénios e
astrocitos. No entanto, a super-expressao de S1008 pode ter consequ-
éncias nocivas, como o crescimento excessivo de neuritos distroficos,
observado em pacientes diagnosticados com a Doenga de Alzheimer.
(Marshak, Ann Pesce, Stanley, & Griffin, 1992)

Estudos envolvendo mecanismos de sinaliza¢ao revelam que em
astrocitos o fator de transcricdo NF-kB é responsavel por controlar sig-
nificativamente a secre¢iao de quimiocinas e moléculas de adesio, favo-
recendo a infiltra¢ao de linfécitos periféricos e aumentando a resposta
inflamatdria. Este processo torna-se um mecanismo de auto-regulacio,
favorecendo a neurodegeneragio. (Glass et al., 2010)

Doenga de Parkinson

A Doenca de Parkinson (DP), descrita pela primeira vez por James
Parkinson em 1817, é um disturbio neurodegenerativo caracterizado
por perda progressiva e muito lenta de neurénios dopaminérgicos que
contém neuromelanina. Nesta enfermidade os sintomas motores bradi-
cinesia (lentiddo dos movimentos), ataxia, rigidez e tremor em repouso
aparecem apos anos de processo degenerativo e sao precedidos por sin-
tomas nao motores, como perda olfativa e disturbios de humor. (Braak,
Ghebremedhin, Riib, Bratzke, & Tredici, 2004)

Os mecanismos responsaveis pela perda de neurénios dopaminér-
gicos que contém neuromelanina na substincia nigra pars compacta
(SNPC) permanecem desconhecidos, no entanto a disfun¢gdo mitocon-
drial, disfun¢do na degradacao de proteinas, agregacio de a-sinucleina
para formagao de oligdmeros neurotéxicos, estresse oxidativo, es-
tresse em reticulo endoplasmatico, e neuroinflamagio sio considera-
dos eventos envolvidos nesta neurodegenera¢io. (Ebrahimi-Fakhari,
Wabhlster, & McLean, 2012; Exner, Lutz, Haass, & Winkholfer, 2012;
Golembiowska & Dziubina, 2012; Hauser & Hastings, 2013; Kalia,
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Kalia, McLean, Lozano, & Lang, 2013; Martinez-Vicente & Vila, 2013;
Mercado, Valdés, & Hetz, 2013; Rohn, 2012; Taylor, Main, & Crack,
2013; Yong-Kee, Sidorova, Hanif, & Perera, 2012)

E conhecida a ocorréncia de alteracdes no sistema imune de pa-
cientes que sofrem de DP e outras desordens neurodegenerativas, entre
elas, mudanca na populacdo de linfécitos do sangue e liquido cefalor-
raquidiano, sintese de imunoglobulinas, citocinas e proteinas de fase
aguda. (Czlonkowska, Kurkowska-Jastrzebska, Czlonkowski, Peter, &
Stefano, 2002) Em regides danificadas no SNC existem evidéncias de
inflamagdo caracterizadas pela reagio glial, especialmente da micro-
glia, bem como um aumento da expressao dos receptores de antigenos
do tipo HLA, citocinas e componentes do sistema complemento. Sem
contar que a analise post-mortem da SNPC mostra que a degeneragio
dopaminérgica se correlaciona com um aumento de células microgliais
ativadas. (McGeer, Itagaki, Akiyama, & McGeer, 1988) Estas observa-
¢Oes sugerem que a microglia estd envolvida na progressao da DB, uma
vez que a resposta inflamatéria iniciada por lesao neuronal em células
primdrias dopaminérgicas na SNPC é caracterizada pela producdo de
citocinas inflamatérias (TNE IL-6, IL -1B) e indugio do estresse oxida-
tivo e que, portanto, pode agravar o curso da doenga. As observa¢des
também sugerem que o uso de agentes anti-inflamatérios possa inibir a
progressao desta enfermidade. (Peterson & Flood, 2012)

Outras evidéncias do envolvimento da neuroinflamagio na patogé-
nese da DP é o fato de que neurotoxinas usadas para induzir modelos
para estudos pré-clinicos sdo capazes nao sé de “seletivamente” dege-
nerar o sistema dopaminérgico, como também de induzir resposta neu-
roinflamatdria. As mais utilizadas sdo neurotoxinas exdgenas, como
6-hidroxidopamina, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)
e rotenona, que tém em comum a indu¢ao de disfun¢ao mitocondrial por
inibicao do complexo I, estresse oxidativo e neuroinflamagio. (Aguiar
etal., 2014; Aguiar et al., 2013; Ahmad, Maruyama, Narumiya, & Doré,
2013; Anandhan, Essa, & Manivasagam, 2013; Archer & Fredriksson,
2013; Cabezas, Avila, Gonzalez, El-Bachd, & Barreto, 2014; Choi et al.,
2015b; Choi, Kim, & Xia, 2015; Del-Bel et al., 2014; Elmassri et al.,
2016; Gotembiowska & Dziubina, 2012; Huang et al., 2013; Jantas et
al., 2013; Kadar et al., 2014; Lao, Kuo, Hsieh, & Chen, 2013; Lopes et
al., 2012; Masoudi, Ibanez-Cruceyra, Offenburger, Holmes, & Gartner,
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2014; Murakami, Miyazaki, Sogawa, Miyoshi, & Asanuma, 2014;
Palencia et al., 2015; Qualls, Brown, Ramlochansingh, Hurley, & Tizabi,
2014; Renaud, Chiasson, Bournival, Rouillard, Martinoli, 2014; Segura-
Aguilar & Kostrzewa, 2015; Segura-Aguilar & Paris, 2014; Tolosa, Zhou,
Spittau, & Krieglstein, 2013; Tristao et al., 2014; Villa et al., 2013; Wei
et al., 2014; Wong et al., 2013; Zaminelli et al., 2014)

O aminocromo, uma neurotoxina endégena, foi proposto para ser
um modelo pré-clinico mais fisiolégico para DF, uma vez que este é
um produto da oxidagdo da dopamina e o precursor de neuromelani-
na, que por sua vez caracteriza os neurdnios envolvidos na degenera-
¢ao em substancia nigra. Além disso, o aminocromo estd envolvido
diretamente na formacao e estabilizagdo de oligdmero neurotéxico da
alfa-sinucleina, disfun¢ao mitocondrial, estresse oxidativo, disfuncio
de ambos os sistemas proteossoma e do lisossomo para a degradagio
de proteinas e estresse em reticulo endoplasmatico. (Dibenedetto,
Rossetti, Caliandro, & Carloni, 2013; Mufioz et al., 2015; Norris et al.,
2005; Aguirre et al., 2012; Arriagada et al., 2004; Bricefio et al., 2015;
Cuevas et al., 2015; Huenchuguala et al., 2014; Mufoz, Paris, Sanders,
Greenamyre, & Segura-Aguilar, 2012a; Mufioz, Huenchuguala, Paris, &
Segura-Aguilar, 2012b; Paris et al., 2011; Segura-Aguilar & Kostrzewa,
2015; Xiong, & Siegel, Ross, 2014; Zafar, Siegel, & Ross, 2006; Zhou
& Lim 2009) No entanto, pouco se sabe sobre sua a¢ao direta em tipos
celulares responsaveis pela resposta neuroinflamatéria do SNC.

Recentes estudos desenvolvidos pelo grupo de Neurofarmacologia
da Universidade do Chile evidenciaram que células de linhagem tumo-
rais de origem astrocitica (U373MG) apresetaram morte celular com
envolvimento de autofagia e disfun¢ao lisossomal ao serem expostas
diretamente ao aminocromo, e que o silenciamento de genes que co-
dificam a enzima Glutationa Transferase mu 2 (GSTM2) nestas células
amplificam a toxicidade, sugerindo que esta é uma enzima protetora
contra a neurotoxina endégena. (Huenchuguala et al., 2014) Ainda, foi
demonstrado em estudos posteriores que esta linhagem é capaz de au-
mentar a excre¢ao de GSTM2 em meio condicionado, quando estimula-
da pela exposi¢dao ao aminocromo, e que o meio condicionado contendo
GSTM2 soluvel é potencialmente protetor contra morte de células de
linhagem neuronal (SHSY-5Y) induzida por aminocromo. (Cuevas et
al., 2015)
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O LabNq da Universidade Federal da Bahia vem se dedicando a
estudar a agdo toxica do aminocromo em células gliais, com vistas na
neuroinflamagio, usando como modelos biolégicos de estudo culturas
de células gliais isoladas de diferentes regides do SNC de ratos, ou cul-
tivadas em conjunto com neur6nios mesencefalicos. Estes estudos tém
revelado que tanto células da microglia, quanto astrécitos sofrem con-
sequéncias do efeito do aminocromo no SNC, sendo alvos da neuroto-
xina e respondem com a ativagdo de neuroinflamagio. (Santos et al.,
2017; Aratjo et al., 2018)

Nao apenas a dopamina, ou melhor, o composto derivado da sua
oxidagdo, aminocromo, representa as neurotoxinas endogenas envolvi-
das na patogénese da enfermidade de Parkinson. Também ha evidéncias
que relacionam a excitoxicidade induzida pelo glutamato, como inte-
grante da patogénese da DP. O glutamato é o transmissor excitatério
predominante no ganglio da base, que é a sede dos déficits motores
observados em DP. (Greenamyre & Porter, 1994) Além de enviar pro-
jecoes glutamatérgicas para o estriado, o cértex também envia proje-
¢Oes para o nucleo subtalamico (STN), tdlamo, e substancia Nigra Pars
Compacta (SNPC), em adi¢ao a outros ntucleos do tronco cerebral e da
medula espinhal. (Albin, Young, & Penney, 1989) A SNPC recebe iner-
vagoes glutamatérgicas do STN, que exercem uma importante fun¢ao
reguladora dos ganglios da base no disparo padrio de certas vias glu-
tamatérgicas retroalimentar por consequéncia da deple¢ao de dopami-
na na DP. (Wichmann & Delong, 1993) Mais notavelmente, a redugio
na mensagem dopaminérgica a ser enviada para o estriado resulta em
um aumento de atividade da STN, causando um aumento na libera¢ao
de glutamato para os corpos celulares dopaminérgicos localizados na
SNPC, que s3o ricos em receptores glutamatérgicos do tipo N-metil
D-Asparato (NMDA) e AMPA, bem como mGluR1 e mGluR2/3.
(Rodriguez et al., 1998) Assim, o aumento sustentado do glutamato,
liberado para uma ja comprometida populagao de células dopaminérgi-
cas, desencadeia uma cascata excitotoxica que potencializa a neurode-
genera¢ao na Doenca de Parkinson. (Caudle & Zhang, 2009)
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Esclerose multipla

A sintomatologia caracteristica da esclerose multipla (EM) é des-
crita desde o século XIV. (Kumar, Aslinia, Yale, & Mazza, 2011) No
entanto, poucos discordariam que o seu estudo mais aprofundado co-
mecou nas ultimas trés décadas do século XIX com Jean-Martin Charcot
(1825-1893). Charcot, trabalhando no Hospital Salpétriere em Paris
atendeu uma mulher jovem cujos sintomas eram tremor, fala arras-
tada e nistagmo (posteriormente conhecida como triade de Charcot).
No exame post-mortem da paciente, Charcot pdde observar perda de
mielina e lesdes semelhantes a escleras disseminadas, consequentes da
morte de neuronios tanto nos ventriculos e hemisférios cerebrais, como
na medula espinhal, as quais chamou “scléroseen plaque” (Compston
et al., 2006; Pearce, 2005; Orrell, 2005) podendo assim estabelecer a
primeira visao sobre a fisiopatologia da EM, e distinguindo-a de outros
transtornos do sistema nervoso, incluindo os da neurosifilis. (Kumar,
Aslinia, Yale, & Mazza, 2011)

Atualmente a EM ¢é definida como uma doen¢a complexa, multifa-
cetada, inflamatéria/autoimune de etiologia desconhecida e incuravel,
que afeta o cérebro e a medula espinhal, cuja principal caracteristi-
ca fisiopatoldgica é a formacao de placas desmielinizantes no SNC.
(Compston & Coles, 2008; Lassmann, Bruck, & Lucchinetti, 2007)
Muito embora o diagnéstico de doenga desmielinizante seja somente
confirmado em seu estagio final, resultante de varios processos pa-
toloégicos que incluem, embora n3ao necessariamente nesta ordem: a
disrupc¢ao da barreira hematoencefalica (BHE), inflamac¢ao multifocal,
desmieliniza¢do, remielinizacao, perda e deplecao de oligodendrdci-
tos, gliose reativa e degenerescéncia axonal e neuronal. (Compston &
Coles, 2008; Lassmann, et al., 2007; Dutta et al., 2006)

A disfun¢ao da BHE tem sido descrita hd muito tempo como um
elemento-chave da progressao de varias doencas do SNC. Provavelmente
isto esteja relacionado a exposi¢ao do microambiente cerebral a agen-
tes potencialmente nocivos, podendo resultar em uma perda da ho-
meostase, comprometimento na sinalizacdo neuronal e morte celular.
Na esclerose maultipla (EM) a neuroinflamagio elicita a liberagao de
citocinas/quimiocinas inflamatérias, e que por mecanismos niao com-
pletamente compreendidos, permeia a entrada de linfécitos ativados e
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macréfagos responsivos a lesao/patégeno, podendo desencadear uma
resposta autoimune, como a prépria EM. (Weiss, Miller, Cazaubon, &
Couraud, 2009)

A principal fun¢iao dos oligodendrécitos é a formagao de mieli-
na, que é uma estrutura formada por uma membrana lipidica rica em
glicofosfolipideos e colesterol, e atua como um isolante de segmentos
axonais, sendo fundamental para que haja a condugio nervosa de alta
velocidade. (Hartline, 2008: Fields, 2008)

Os oligodendrécitos sao encontrados, em maior nimero, na subs-
tancia branca, ligados a mielina. No entanto, para o menor numero de
oligodendrécitos encontrados na massa cinzenta, em especial os que
nao estio ligados a mielina, suas fun¢des até agora sao desconhecidas.
Possivelmente, ha alguma atividade de regulagao da homeostase i6nica
compartilhada com os astrécitos. (Hartline, 2008: Fields, 2008)

Ja os oligodendrdcitos formadores de mielina tém varios processos
(até 40), que se conectam a um segmento de mielina. Cada um des-
tes segmentos tem vdarias centenas de micrometros de comprimento e
é também denominado entrend. Os segmentos sdo interrompidos por
estruturas conhecidas como né de Ranvier, que se estende por pelo
menos 1 micron. No nd, em comparagio com a regido internodal, o ax6-
nio nao é envolto por mielina. O final do segmento intermodal contém
mais citoplasma e formas chamadas de lago paranodal, criando jung¢des
axonio-like septadas. Além disso, os processos de astrdcitos também
estdo em contato com a membrana axonal na regido nodal. (Hartline,
2008: Fields, 2008)

Os modelos animais sao necessarios para esclarecer os mecanismos
imunopatolégicos subjacentes e testar abordagens de novas técnicas te-
rapéuticas. No entanto, por se tratar de uma patologia multifacetada,
nao é possivel estabelecer para a EM um modelo tinico. Nenhum mo-
delo é capaz de mimetizar adequadamente todas as caracteristicas clini-
cas, radioldgicas, patoldgicas e genéticas de EM. Portanto, atualmente
trés grandes categorias sao mais comumente utilizadas para mimetizar
a EM: 1. O modelo da encefalomielite alérgica experimental (EAE), pu-
ramente alérgico; 2. Os modelos de doengas desmielinizantes crénicas
induzidas pelo virus, especialmenteo de encefalomielite pelo virus de
Theiler (TMEV); e 3. Os modelos induzidos por toxina de desmielini-
zag¢ao, incluindo o modelo cuprizona, e desmielinizagao focal induzida
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pela colina liso-fosfatidilcolina. No entanto, o EAE é o mais amplamen-
te utilizado para compreensao geral do perfil neuroinflamatério no SNC
da EM. Além disso, o modelo EAE foi utilizado no desenvolvimento
de trés medicamentos aprovados para o tratamento de esclerose mul-
tipla: acetato de glatiramero, mitoxantrona e natalizumabe. Por outro
lado, numerosas abordagens terapéuticas que demostraram resultados
promissores para a EAE mostraram ser ineficazes ou, em alguns casos,
nocivos para EM. (Denic et al., 2011)

A EM pode ser considerada uma das mais importantes doencas
neurolégicas nao-traumadticas, em virtude de sua frequéncia (cerca de
dois milhdes de pessoas em todo o mundo), cronicidade e tendéncia
em afetar adultos jovens. Muito embora provavelmente envolva uma
combinagao de fatores genéticos e ambientais, e possua estratégias te-
rapéuticas para seu tratamento, incluindo drogas imunomoduladoras,
nenhum farmaco é claramente eficaz para evitar o progresso da sinto-
matologia da EM, que é em longo prazo incapacitante. (Compston &
Coles, 2008; Ropper & Brown, 2005)

Doenga de Huntington

A Doenca de Huntington (DH) é o distarbio neurolégico mono-
génico mais comum no mundo desenvolvido. E uma desordem neu-
rodegenerativa autossOmica dominante causada por uma expansao
de trinucleotideos cédon lipidacid (CAG) presente no cromossomo
4 do gene HTT (ID 3064), o qual codifica uma proteina denominada
Huntingtina (Htt) que na DH encontra-se mutada. Individuos normais
apresentam alelos que podem variar de 8 a 35 unidades de CAG, en-
quanto os individuos afetados pela DH possuem alelos com mais de 40
unidades CAG. (Laks et al., 2004)

O primeiro relato da DH foi por intermédio de uma carta de
Charles Oscar Waters, publicada em 1842 na primeira edicao da
Practice of Medicine com fortes indicios de transmissao hereditaria. No
entanto, em 1872, George Huntington, ao examinar o histérico clinico
de uma familia com sintomas semelhantes, ao longo de vdrias gera-
¢oes, demonstrou o padrao de heran¢a autossomica dominante da DH,
bem como os sinais e sintomas clinicos prevalentes nos portadores.
(Gongalves, 2013)
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A neurodegeneragdo presente na DH afeta inicialmente o corpo
estriado, regido responsavel pelo controle dos movimentos, humor e
fungGes cognitivas superiores, e posteriormente, o cértex e o hipocam-
po. O diagndstico pode ser realizado por meio de testes genéticos, ou
baseado na sintomatologia clinica do individuo afetado associada ao
histérico familiar. A prevaléncia da doenca varia de 4 a 10 casos por
100.000 pessoas, em diferentes partes do mundo. Nos EUA, a prevalén-
ciaéde4,1a7,5casos em 100.000 individuos. A progressao da doenga,
entre o inicio dos sintomas até a morte do paciente, é de 15 a 20 anos
em adultos, e de 8 a 10 anos na variante juvenil. (Rada, 2008)

As manifestagdes clinicas incluem sintomas cognitivos, psiquidtri-
cos e motores. Movimentos involuntarios, arritmicos, aleatérios, “tipo
danca”, denominados de movimentos coreicos, constituem-se como
uma das manifesta¢des clinicas mais comuns na DH. (Chakraborty et
al., 2014)

Os agregados de proteina mutante (MHTT) no tecido cerebral, de-
nominados de corpos de inclusio, promovem a perda de neurdnios por
meio de mecanismos que ainda n3o foram completamente elucidados,
mas que envolvem a falha na transcri¢ao génica. Dentre os mecanismos
implicados nesta falha, estao: modifica¢des nas histonas, imparidade do
fator de transcri¢ao e expressao aberrante de miRNA (Mastrokolias et
al., 2015) Estudos demonstram o envolvimento da Httna na ancoragem
do citoesqueleto e transporte de mitocdndrias em paralelo ao trafego de
vesiculas que medeiam a endocitose, implicando assim, na embriogéne-
se e desenvolvimento. A participagao ativa da Htt no desenvolvimento
e manutencao do cérebro ilustra sua importancia no SNC. (Orr et al.,
2008)

Muitas hipéteses tém sido relatadas para explicar a perda local e
progressiva de neurdnios, como a toxicidade dopaminica (DA), dese-
quilibrio de célcio, estresse oxidativo e excitotoxicidade do glutamato.
Niveis elevados de DA, por exemplo, podem promover morte seletiva
de neurdnios gabaérgicos, aumentar a formagao de agregados e causar
perda precoce da atividade locomotora de transportadores da DA em
modelos de DH utilizando camundongos-nocaute. (Cyr et al., 2003)

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a
producio e desintoxicagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que
desempenham um papel significativo na neurodegeneragao. O estresse
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oxidativo é considerado como um dos principais eventos deletérios ob-
servados em muitos estudos clinicos e experimentais em modelos de
DH. O aumento do estresse oxidativo é atribuido a alteracdes nas defe-
sas do sistema antioxidante que inclui a peroxida¢ao lipidica e enzimas
antioxidantes. (Mehrotra & Sandhir, 2014)

Crescentes evidéncias indicam que a neuroinflamagio crdnica tem
uma funcao critica na patogénese de muitas doencgas neurodegenerati-
vas. Estudos neuropatoldgicos indicam que as respostas neuroinflama-
térias podem comegar antes de uma perda significativa de populagdes
neuronais. Embora nao haja evidéncias que apontem para uma citocina
em particular no desencadeamento direto de condi¢des neurodegenera-
tivas, a progressao destas desordens geralmente estd associada a uma
resposta inflamatéria cronica que normalmente estd diretamente rela-
cionada a cascata de morte neuronal. (McMenamin & Wood, 2010)

A neuropatologia da DH é caracterizada pela atrofia cerebral e per-
da neuronal, predominantemente no corpo estriado e, em menor grau,
no cértex. Além disso, agregados proteicos que contém fragmentos
de poliglutamina (poliA) mHtt N-terminais se acumulam nos neurd-
nios afetados. A biologia da Htt normal e mutante permanece comple-
xa e pouco esclarecida. A Htt estd presente em quase todos os tipos
de células e em muitos compartimentos subcelulares, e interage com
varias centenas de proteinas cerebrais em redes moleculares distintas.
(Daggett & Yang, 2013)

Injurias ao sistema nervoso central culminam com ativagao de cé-
lulas existentes no microambiente, dentre as quais se destaca a micro-
glia. (Kim & Vellis, 2005; Wang, Chen, Ma, Ye, & Lu, 2005) No cérebro
normal, as células microgliais estio em um estado de quiescéncia. A
barreira hemato-encefalica (BHE) protege o cérebro das células imunes
circulantes, como células dendriticas, e outros agentes patogénicos e
materiais estranhos. No entanto, no cérebro de individuos com DH, o
dano neuronal causado por agregados de mHtt ativa as células micro-
gliais e, consequentemente, leva a fagocitose dos debris celulares e a
secregio de citocinas proé-inflamatérias, que levam a neuroinflamacao.
Esta neuroinflamacao enfraquece a BHE levando a infiltracao de células
dendriticas, que exacerbam a resposta imune. (Nayak, Ansar, Verma,
Bonifati, & Kishore, 2011)
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Na maioria das doengas neurodegenerativas, uma resposta imuni-
taria para o dobramento anormal de proteinas e a formacao de agregados
desencadeia neuroinflamagdo e estd implicada na degeneragido neuro-
nal. Na DH, similarmente as outras desordens neurodegenerativas,
agregados de mHtt e atrofia neostriatal sao observados. Os agregados
de mHtt sdo corpos estranhos e as células microgliais sao susceptiveis
a reconhecé-los. E também possivel que os agregados proteicos promo-
vam morte neuronal por apoptose e 0s corpos apoptéticos produzidos
possam ativar o sistema imune inato do SNC. A progressao de DH,
portanto, esta associada a ativa¢gdo da microglia no corpo estriado como
resultado da agregacao de mHtt e disfun¢io neuronal precoce, incluin-
do elevada patogenicidade a sinalizagdo do receptor NMDA extra sindp-
tico, reduzida conectividade sinaptica, e redugio do fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF). (Nayak, 2011)

Potencial de acao farmacolégica dos flavonoides
como moduladores da neuroinflamacgao

e agentes neuroprotetores em doencas
neurodegenerativa.

As terapias atuais aplicadas a pacientes com doengas neurode-
generativas sdo sintomaticas e nio diminuem ou param a degenera-
¢ao neuronal. Portanto, as terapias com outros produtos que exibem
propriedades farmacolégicas, como agentes anti-inflamatérios, podem
ser consideradas para inibir a progressao e, potencialmente, a preven-
¢do e/ou tratamento destas enfermidades. (Antonini, Tolosa, Mizuno,
Yamamoto, & Poewe, 2009; Chen et al., 2006; Schapira 2005; Smith,
Wichmann, Factor, & Delong, 2012)

Neste contexto, a pesquisa de compostos com potencial terapéutico
para o tratamento de doencas neurodegenerativas tem sido direciona-
da para a investigacao de substincias capazes de exibir atividade anti-
-inflamatdria e anti-oxidante no SNC. Vdrias substancias sao descritas
na literatura, a fim de avaliar o seu potencial e, entdo, serem utiliza-
das para facilitar a gestao destas doengas, dentre as quais um grupo de
substancias que tém suscitado muita aten¢ao por parte da comunidade
cientifica, conhecida como flavonoides. (Jones, Warfrod, Rupasinghe, &
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Robertson, 2012; Magalingam, Radhakrishnan, & Halegrahara, 2015;
Solanki, Parihar, Mansuri, & Parihar, 2015)

Os flavonoides sao compostos fenoélicos derivados de varias plan-
tas, cuja estrutura bdsica é composta por 15 dtomos de carbono dispos-
tos em trés anéis, dos quais dois sao anéis aromaticos ligados por meio
de um anel heterociclico oxigenado. (Johnston, Stern, & Walss, 1968;
Kumar & Pandey, 2013)

Devido ao fato de serem encontrados em frutas, nozes, sementes,
ervas, especiarias, (Terahara, 2015) flores, bem como cha e vinho tin-
to, estes sdo regularmente consumidos na dieta humana, o que pode
gerar beneficios para a saude cerebral, uma vez que estudos sugerem
correlaciao entre o consumo de flavonoides e baixos niveis de deméncia,
tal qual melhoria de vérias condi¢des patoldgicas neuronais, além de
beneficios para o processo de aprendizagem e memoria. (Andrade &
Assuncao, 2012)

O aparecimento de flavonoides no plasma e consequentemente no
sangue ¢ a principal evidéncia para a hipétese de que estes compostos
podem chegar ao cérebro. Na verdade, os flavonoides ja foram detec-
tados no plasma de voluntdrios humanos ap6s a ingestao de bebidas
ou alimentos ricos destes compostos. (Mullen, Borges, Lean, Roberts,
& Crozier, 2010) Estudos indicam diferentes graus de permeabilidade
destas substancias por meio da BHE, a depender do seu arranjo es-
trutural, o que estimula a investiga¢cao do potencial terapéutico destes
compostos para disturbios do sistema nervoso central, dentre eles a
doenca de Alzheimer, a doenga de Parkinson, a Esclerose Multipla e a
doenca de Huntington. (Youdim et al., 2003; Youdim, Shukitt-Hale, &
Joseph, 2004)

Flavonoides com potenciais farmacolégicos para a
Doenca de Alzheimer

No inicio dos anos 90, comecaram a surgir estudos relacionando
o processo inflamatério com a Doenca de Alzheimer. A partir de en-
tao, estudos demonstraram que certas citocinas pré-inflamatérias es-
tavam elevadas em pacientes com a DA e que individuos com artrite
apresentavam uma baixa prevaléncia da DA, com posterior associagao
negativa ao uso cronico de drogas anti-inflamatdrias. A partir deste e
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de outros estudos, medicamentos anti-inflamatérios comecaram a ser
introduzidos como uma nova abordagem terapéutica para o tratamento
da Doenga de Alzheimer. Atualmente, varios estudos epidemiolégicos,
modelos experimentais in vitro e in vivo, bem como ensaios clinicos,
tém sido desenvolvidos para elucidar a relacdo entre moduladores da
inflamacao e a DA.

Estudos vém demonstrando que diversos compostos flavonoi-
des, por exemplo a naringina, uma flavanona glicosilada encontrada
em toranjas e frutas citricas, apresentam efeitos farmacolégicos pro-
missores contra processos envolvidos na neurogenera¢iao da DA, como
atividades antioxidantes e anti-inflamatdrias. Estudos realizados por
Sachdeva, Kuhad e Chopra (2014) demonstraram que o tratamento
croénico com naringina restaura de maneira dose-dependente os déficits
cognitivos em um modelo animal da DA com atenuagao da disfungio
mitocondrial mediada por estresse oxidativo e liberagao de citocinas
proé-inflamatérias.

Outro flavonoide com propriedades bioldgicas promissoras é a
quercetina, presente em diversos alimentos vegetais, que tem demons-
trado um potencial protetor contra danos oxidativos por atenuar a to-
xicidade induzida por peréxido de hidrogénio em culturas de células
gliais. (Kabadere, Oztopcu-Vatan, Uyar, & Durmaz, 2011) De fato, a
atividade antioxidante e o potencial neuroprotetor da quercetina fo-
ram ligados as suas caracteristicas estruturais, mais precisamente pela
quantidade de grupos hidroxilas presentes nos seus anéis fendlicos.
Estudos utilizando um modelo triplo transgénico murino da Doenga de
Alzheimer (3xTg-AD) demonstraram que a quercetina diminui a depo-
sicao de placas neuriticas amildides, e reduz a astrogliose e a ativagao
de microglia no hipocampo e na amigdala. (Sabogal-Gudqueta et al.,
2015)

Além da quercetina, a rutina (quercetina-3-O-rutinosideo), que
estruturalmente representa a sua forma glicosilada — amplamente en-
contrada em Dimorphandra mollis Bent, planta do semi-4rido da Bahia,
Brasil — também apresenta potencial neuroprotetor contra a DA. Por
exemplo, num modelo murino de Doenca de Alzheimer realizado por
Choi et al. (2015a) no qual animais que receberam administragao de
AP para induzir uma redu¢ao no processo cognitivo e memoria, foi vi-
sualizado que estes sintomas foram amenizados pela administragao de
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rutina. Neste estudo foi demonstrado também que a rutina reduziu a
formacao de 6xido nitrico e a peroxidagao lipidica no cérebro, figado e
rins destes animais. Em outro estudo, utilizando um modelo transgé-
nico murino da Doenca de Alzheimer (APPswe/PS1dE9), foi demons-
trado que rutina administrada oralmente atenuou significativamente
os déficits de memoria, diminuiu os niveis de oligdmeros de A e au-
mentou os niveis da enzima superéxido dismutase (SOD) e a razio de
glutationa (GSH)/glutationa dissulfeto (GSSG), reduzindo os niveis de
GSSG e de malondialdeido. (Xu et al., 2014)

Além da atividade antioxidante, a rutina tem demonstrado pro-
priedade em modular a ativagdo microglial para um perfil de resposta
M1, induzindo uma diminui¢ao nos niveis de ARNm de TNE IL1p, IL6
e iNOS, e a produgio de IL6, TNF e 6xido nitrico, aumentando a produ-
¢ao da citocina reguladora de IL10 e arginase. A rutina também inibibe
a expressao induzida por LPS de ARNm de PTGS2, IL18 e TGFp. (Bispo
da Silva et al., 2017)

Outros flavonoides de interessante acao contra a DA sio a apige-
nina e a bis-apigenina (agathisflavona). A apigenina é um flavonoide
que existe em abundancia em frutas e legumes, como aipo, salsa, ca-
momila, laranja, brotos de trigo, cebola e alguns temperos, e tem sido
usada hd séculos na medicina alternativa, como Passiflora, conhecida
popularmente como flor da paixao, para o tratamento de asma, insonia,
Doenga de Parkinson e neuralgia. Passiflora contém altos niveis deste
flavonoide. Os beneficios da apigenina para a saude tém sido relatados
em estudos recentes que descrevem atividade antioxidante, anti-tumo-
ral, anti-inflamatéria e um potente inibidor de diversas cinases, dentre
elas PI3K e MAPK (Chao, Huang, Dan-Ning, & Lin, 2013; Ju et al.,
2015; Zang, Fangcai, & Gang, 2014) No sistema nervoso, a apigenina
foi capaz de inibir a produgao de citocinas pré-inflamatérias geradas por
mondcitos, macréfagos e particularmente pela microglia. Evidéncias
tém demonstrado que a apigenina é capaz de proteger neurdnios contra
a toxicidade mediada por AP induzida pelo cobre, que foi caracteriza-
da pelo aumento da viabilidade neuronal. (Rezai-Zadeh et al., 2008).
Além disso, estudos de Souza et al. (2015) realizados no laboratoério
Nacional de Células Tronco da UFR], em colabora¢dao com o LabNq da
UFBA, demonstraram que o flavonoide apigenina foi capaz de induzir
neurogénese em células-tronco pluripotentes humanas. Neste estudo,
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eles demonstraram que a apigenina induz diferencia¢ao neural em cé-
lulas-tronco embriondrias — do inglés embryonic stem cells (ESC) - e
células-tronco de pluripoténcia induzida — do inglés induced pluripo-
tent stem cells (IPSC) — humanas por meio de receptores de estrogénio.
Eles observaram também que a apigenina promoveu a sinaptogénese e
reduziu a morte celular.

Uma classe especifica de flavonoides siao os biflavonoides. Estes
compostos sao constituidos por uma combinag¢io de dimeros flavonal-
-flavona, flavona-flavona e flavona-flavanol. Esta classe de flavonoides
apresenta atividades farmacolégicas diversas, como atividade antimi-
crobiana, anti-alérgica, anti-inflamatoria, hepatoprotetora e anti-oxi-
dante, sendo encontrada numa grande variedade de espécies de plantas.
(Jamila, Khan, & Khan, 2014) A bis-apigenina, um biflavonoide produ-
to do acoplamento oxidativo de duas apigeninas, estd se tornando mais
popular em pesquisas biomédicas, devido ao seu potencial farmacolégi-
co. Em estudo realizado por Thapa et al. (2011) relataram que este fla-
vonoide inibiu eficazmente a toxicidade do peptideo beta amildide - e
a sua fibrilogénese em modelos in vitro da Doenca de Alzheimer, neste
estudo, eles observaram que a bis-apigenina foi mais eficaz em compara-
¢3o com o mondmero de apigenina. Estes dados aumentam o interesse
no estudo deste composto em modelos de doengas neurodegenerativas.

Estudos realizados pelo grupo do LabNq do Instituto de Ciéncias
da Saude (ICS) da UFBA, em colabora¢ao com o Instituto de Qui[Jmica
da mesma instituicdo (nas figuras de Dr. Jorge David e Dra. Juceni
David), vém utilizando como modelo co-culturas de neur6nios e cé-
lulas gliais, e demonstraram pela primeira vez que o flavonoide agatis-
flavona (bis-apigenina), isolado a partir da planta regional Caesalpinia
pyramidalis, induz neurogénese (nascimento de novos neurdnios), via
ativagio de receptores de estrogénio. Este flavonoide também foi ca-
paz de proteger os neurdnios contra a excitotoxicidade induzida por
glutamato, por meio da redugdo da ativagdo microglial, da expressao
de citocinas pro-inflamatdrias (TNFa, IL-1p e IL-6) e pelo aumento de
marcadores regulatérios (IL-10, arginase 1). Em astrdcitos a agatisfla-
vona promoveu um aumento na expressao do transportador de ami-
noacidos excitatérios 1 — em inglés, excitatory amino acidtransporterl
(EAAT1) - e da enzima glutamina sintetase. Adicionalmente, a aga-
thisflavona promoveu o aumento na expressao das neurotrofinas (NT)
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BDNE NT4, NGF e GDNE (Souza et al., 2018) As NT s3o uma fami-
lia de proteinas que induzem a sobrevivéncia, o desenvolvimento e a
funcao dos neurénios. Outro estudo realizado no Laboratério Nacional
de Células-tronco (LaNCE) da UFR]J, em colaboragdo com o LabNq
da UFBA, demonstrou que a agatisflavona foi capaz de potencializar a
neurogénese induzida pelo 4cido retindico a aumentar a expressao dos
receptores de acido retinéico RARo e RARB em células-tronco pluripo-
tentes murinas (ESC e iPSC). Neste estudo, eles também demonstra-
ram que a agatisflavona protege neurdnios da morte celular. (Paulsen et
al., 2011) Muitos estudos mostraram que o estresse oxidativo seguido
de inflamac¢ao pode ser a principal causa por tras da neurodegeneragiao
observada na Doenca de Alzheimer. Devido ao seu potencial antioxi-
dante, anti-inflamatério e neurogénico, os flavonoides apresentam-se
como uma alternativa interessante para o tratamento da DA, contudo,
muitos estudos ainda precisam ser realizados a fim de avaliar o poten-
cial, isolado ou em associa¢ao destas moléculas.

Flavonoides com potenciais farmacolégicos para a
Doenc¢a de Parkinson

Alguns flavoides tém sido revelados como agentes imunomodula-
dores e neuroprotetores contra distintos modelos de estudo de Doenga
de Parkinson, a exemplo da silibinina, principal componente da sili-
marina, que é um complexo de flavonolignanas derivado das sementes
da planta Silybum marianum e também encontrado na Cynara cardun-
culus. A silibinina demonstrou ter melhorado efeitos motores induzi-
dos por 6-OHDA em ratos, mediante a diminui¢ao do nivel da citocina
pré-inflamatéria interleucinal-B(IL-1B) e diminuicao de peroxidagao
lipidica (Haddadi, Nayebi, Farajniya, Brooshghalan, & Sharifi, 2014),
assim como atenuar a neurodegenera¢ao em substancia nigra e o nivel
de moléculas inflamatoérias, como IL-1pB, 6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa), induzidos em ratos pela
neurotoxina derivada de MPTP a 1-metil-4-fenilpiridina (MPP+). (Jung,
Jeon, Choi, & Kim, 2014)

Assim como a silibinina, a baicaleina (5, 6, 7-trihydroxyflavone),
um flavonoide isolado a partir das raizes de Scutellaria baicalensis,
foi capaz de inibir a regulacao positiva das citocinas IL-1p e TNFa na
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substancia nigra e corpo estriado em animais tratados com MPTP (Xue
et al., 2014), além demelhorar a capacidade motora em animais expos-
tos a esta neurotoxina e inibir a ativagao da microglia e astrécitos. (Lee,
Park, Ji, Lee, Lee, 2014)

A rutina tem estado sob investigagao farmacoldgica por sua agio
ativadora de vias de sinalizacdo da proteina quinase ativada por mité-
geno (MAPK), que resulta em neuroprote¢ao contra a apoptose, assim
como atividade indutora de sobrevivéncia de células da crista neural
por mecanismos moleculares dependentes de ERK2 e PI3K. (Wang et
al., 2014; Nones, Costa, Leal, Gomes, & Trentin, 2012) Além de rece-
ber destaque por seu potencial farmacolégico em modelos de estudo
direcionados para a doenga de Alzheimer, conforme mencionado em
item anterior, também vem se destacando em estudos que utilizam mo-
delos da doenga de Parkinson - a exemplo dos estudos realizados por
Magalingam, Radhakrishnan, e Halegrahara (2013), que demonstraram
que a rutina inibe a neurotoxicidade induzida por 6-OHDA em células
tumorais de origem neuronal (linhagem PC-12) por meio do aumento
dos niveis de enzimas antioxidantes e modula¢ao de genes multiplos
de protegao, em especial por meio da supressao de Park2, Park5, Park7,
CASP3 e CASP7.

O LabNq tem desenvolvido pesquisas em colaboragao com o
Laboratério de Quimica Médica e Produtos Naturais da Faculdade
de Farmacia (Dr. Eudes Velozo), também da Universidade Federal
da Bahia, que demonstram que a rutina extraida de sementes da
Dimorphandramollis modula a ativagao da microglia e astrécitos, e re-
gula a expressao de fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e a liberagao
de 6xido nitrico (NO) em culturas de células gliais primarios de cortex
de ratos. (Silva et al., 2008) Além disso, estudos recentes tém demons-
trado que a rutina protege neuronios mesencefélicos e células gliais de
danos celulares induzidos por aminocromo. (Santos et al., 2015)

Outros estudos desenvolvidos no LabNq que visam estudar a agio
antiparkinsoniana de flavonoides tém como objeto de estudo a apige-
nina. Este flavonoide de destacavel agio anti-inflamatéria e neuropor-
tetora contra excitotoxicidade glutamatérgica, conforme descrito em
itens anteriores, apresenta-se como um agente promissor contra a pro-
gressdo da degeneragdo dopaminérgica caracteristica da DP e também
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vem sendo investigado frente a danos mesencefalicos induzidos pelo
aminocromo.

Flavonoides com potenciais farmacoldgicos para a
Esclerose Multipla

Muitos trabalhos cientificos investigam a a¢ao de produtos natu-
rais e suas possiveis atividades imunomoduladoras na EM. Algumas
dessas drogas tém sido consideradas extremamente promissoras nessa
area, dentre elas o canabidiol (CBD), um dos mais de 80 constituintes
da Cannabis sativa, que nao apresenta efeitos psicoativos e parece pos-
suir propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes e neuroprotetoras.
Estudos preliminares mostram que esta planta possui moléculas ca-
pazes de atenuar sintomas da EM como os da espasticidade e tremor.
Entretanto, por se tratar de uma planta de uso nao aprovado em muitos
paises por seus efeitos psicoativos, muitos outros trabalhos cientificos
buscam demonstrar a atividade terapéutica de outros compostos bioa-
tivos de plantas em modelos celulares e animais que mimetizam a EM.
(Zajicek et al., 2003)

Estudos desenvolvidos pelo LabNq em colabora¢cdo com o grupo
de Neuroimunologia do Instituto Cajal em Madri (Dr. Carmen Guaza)
vém avaliando o papel imunomodulatério de dois flavonoides rutina e
quercetina em modelos animais de Esclerose Multipla, encefalomieli-
te alérgica experimental (EAE) e encefalomielite pelo virus de Theiler
(TMEV). Resultados preliminares tém demonstrado que estes compos-
tos fendlicos possuem a propriedade de reduzir a populagio de células
gliais com perfil inflamatério no sistema nervoso central, e ainda, que
a rutina é efetiva na reducio da incapacidade neuroldgica promovida
o modelo de EAE, observada pelo atraso na sintomatologia, redugio
na progressao da gravidade e duragdo da EAE. Além disso, esse traba-
lho vem demonstrando que os animais tratados com rutina nao apre-
sentaram infiltracao celular linfocitaria caracteristica na EAE e menor
ativacdo microglial, ao passo que os animais tratados com quercetina
apresentaram menor remissdo dos sintomas da EM, e baixos niveis de
infiltrados celulares no SNC.
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Esses dados preliminares sugerem que a rutina demonstra respos-
tas anti-inflamatérias no modelo EAE, podendo ser considerada como
potencial adjuvante terapéutico para doengas desmielinizantes do SNC.

Flavonoides com potenciais farmacologicos para a
Doenga de Huntington

Poucos relatos revelam efeitos farmacolégicos de flavonoides em
modelos de estudo especificos da Doenga de Huntington. Um exem-
plo destes foi o trabalho desenvolvido por Oliveira et al. (2015), que
analisou o efeito protetor de luteolina, ou derivados de luteolina, so-
bre células do estriado de camundongos DH knock-in, expressando
Httmutante versus células do estriado do tipo selvagem. As células
DH demonstraram aumento da caspase-3 clivada e de espécies rea-
tivas de oxigénio intracelulares (ROS), que foram reduzidas apés o tra-
tamento com Lut-C4 e Lut-C6, sob concentra¢bes que se apresentaram
neuroprotetoras. Os resultados apresentados neste estudo indicaram
que aluteolina Lut-C6, especialmente, pode exercer importante papel
para o desenvolvimento de terapias mais eficazes contra o estresse oxi-
dativo existente na DH e em outras desordens neurodegenerativas.

Considerac¢oes finais

Flavonoides e nutracéuticos tém sido utilizados como suplemen-
tos alimentares para a prevenc¢ao de doencas neurodegenerativas e para
melhorar a fun¢io cognitiva em seres humanos desde os tempos an-
tigos. Muitos estudos mostraram que a inflama¢ao pode ser uma das
principais causas da neurodegeneragaoem doengas do SNC. Neste con-
texto, estratégias neuroprotetoras seriam promissoras, nao so para re-
duzir a progressdo da neurodegenera¢ao, mas também para recuperar
o individuo da condi¢ao da doenca. E compostos naturais com poten-
cial imunomodulador podem representar parte de uma nova geragao de
drogas bioativas com potencial farmacolégico para proteger e melhorar
a func¢do cerebral em varias doengas neurodegenerativas.

O LabNg, com o Programa de Pés-Graduagao em Imunologia do
ICS da UFBA, vem desenvolvendo estudos esclarecedores sobre o po-
tencial farmacolégico via efeitos imunomodulatérios e neuroprotetores
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de flavonoides presentes em espécies vegetais regionais. Esses estudos
devem ser continuados, com a perspectiva de surgimento de novos far-
macos voltados para doengas de cardter neurodegenerativo que envol-
vem a resposta neuroimune como parte da sua patogénese.
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Figura 1 -Inflama¢io na Doenga de Alzheimer
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proteina precursora amildide (APP), forma agregados que ativam a microglia
e astrécitos por meio de receptores do TLR e de receptores para produtos
finais de glicagdo avancada (RAGE). Em resposta a estes receptores, estas
células ativam os fatores de transcri¢ao fator nuclear kappa B (NFkB)

e proteina ativadora-1 (AP-1). Estes fatores de transcri¢ao induzem a
produgdo de ROS e a expressdo de citocinas pré-inflamatérias (IL-1p, IL-6,
TNF-a). Estes fatores inflamatérios atuam diretamente sobre os neurdnios

e também estimulam os astrdcitos que amplificam o sinal pré-imflamatério
induzindo efeitos neurotéxicos. Os mediadores inflamatérios produzidos por
células residentes do sistema nervoso central (SNC) induzem a producio

de moléculas de adesdo e quimiocinas que recrutam células periféricas do
sistema imune.
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Figura 2 - Inflamagdo na Doenca de Parkinson
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Fonte: Hirsch e Hunot, 2009 (adaptado).

A microglia nunca adormece, sempre esta alerta a indicadores de insultos
no SNC. Ao perceber a presenca de neurénios danificados e liberagao de
conteudo citopasmdtico dos neurénios mortos, inicia um processo de
resposta inflamatoria, excretando citocinas como TNFa, IFNy e IL1, que
irdo ter agdo paracrina, ativando outras microglias e agdo autdcrina retro-
alimentando a microgliose. Estas citocinas irdo estimular o aumento da
expressdo da enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) a produzir
6xido nitrico (NO), que é liberado para a matriz extracelular sendo

este um composto téxico para os neurdnios. Além disso, a liberagao de
TNFo pela microglia ird atuar diretamente em neurénio dopaminérgicos
vidveis estimulando a superexpressio de vias de ativagdo de morte celular
programada. A microglia também realiza a libera¢ao de quimiocinas que
irdo sinalizar a vinda de Linfécitos T CD4 positivos, que irdo basicamente
estimular a liberagio de citocinas e quimiocinas pelos astrécitos,
potencializando a inflamagdo. Este conjunto de respostas inflamatdrias
orquestradas pela microglia contribui para a hipétese da progressao da
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neurodegeneragdo dopaminérgica pela neuroinflamagao na doenca de
Parkinson.

Figura 3 —A cascata de acontecimentos celulares envolvidos na
Esclerose Multipla (EM) que pode variar entre individuos

e e e e e e e e e e
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Em pacientes geneticamente propensos um evento patogénico viral,
bacteriano ou téxico pode ativar as moléculas de adesdo (LFA-1 e VLA-

4) no endotélio cerebral elicitando uma resposta imune de células
pré-inflamatdrias, que podem aderir e, depois de atravessar a barreira
hematomeningoebcefélica, promover neuroinflam¢io. Microglia ativadas
apresentam antigenos e causam consequentemente dano a bainha de mielina
e também ativacao de células T CD4*que,por sua vez quando ativadas,
retroalimentam a resposta imunolédgica mediante o recrutamento de

outras células do sistema imune (CD8", linfécitos B, mondcitos e outras)

e com a produgio de citocinas inflamatérias (TNF-o e IFN-y). Além disso,
plasmocitos também produzem anticorpos especificos de mielina que
provocam a destrui¢cdo da mielina. Ciclos de desmieliniza¢do e remielinizagao
causam morte neuronal, e consequente metaplasia e formagio de escleras.
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Tépicos avancados em bioética e
biosseguranca — ICSC52: histéria da
criacao, constante adaptacao e atualiza¢ao
do componente curricular obrigatério

aos cursos de mestrado e doutorado

em imunologia no PPGIM - UFBA

Songeli Menezes Freire

No ensino moderno e atual, a importancia
da ética, da Bioética e da Biosseguranca na
formacao de profissionais pesquisadores e
docentes

Conceitos e tematicas da Bioética e da
Biosseguranca

O papel de professores e de pesquisadores na ciéncia no mundo mo-
derno, que deve estar ao alcance de todos, é inquestionavel. Professores
devem promover e facilitar o conhecimento com seriedade e compro-
misso, cientes da sua responsabilidade de formar uma sociedade mais
cidada, ciente e preparada para exercer sua autonomia. Os recursos fi-
nanceiros disponiveis para as atividades de ensino e pesquisa justificam
a necessidade dos diversos membros das academias e das universidades
publicas, e mesmo as privadas que recebem apoio do Estado, de se vol-
tarem a comunidade e se preocuparem em divulgar o conhecimento a
sociedade. Sobre essa divulga¢ao do conhecimento cientifico, Oliveira
(2014) lembra a dificuldade da divulgac¢ao das terminologias e conceitos
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cientificos. O pesquisador da Universidade Federal de Sdo Carlos escla-
rece que para comunicar sobre ciéncia a um publico em geral é preciso
cuidar e traduzir o contetido formatado dentro de determinada 4rea, na
qual se utiliza uma linguagem prépria, e inovar nas formas e modelos
de exemplos para deixar clara, acessivel e compreensivel a informagcao.

Na Figura 1, pode-se observar o processo da comunicagio pelas
instituicbes responsaveis que alcancam a comunidade/sociedade, que
se abre para o novo conhecimento e a nova informacao.

A ética pode ter diversas defini¢ces e conceitos, a depender da es-
cola que traz na sua tradugao a palavra original, do grego ou do latim.
Os significados trazidos, como o “fazer o bem, pelo bem”, “alcangar
o estgio de felicidade em plenitude e deixar o outro nesse estdgio de
felicidade”, refletem sob nosso ponto de vista e compreensao sobre os
diversos textos trazidos por inimeros autores classicos e modernos.

No contexto da ética profissional, a comissao de ética de uma enti-
dade ou classe determina a conduta adequada, correta, do profissional
pelo cédigo de ética profissional da classe. Por outro lado, entre os di-
versos autores e filosofos, bioeticistas nacionais e internacionais, entre
as varias definicoes existentes desde a década de 1920, entende-se a
bioética no contexto dos atos e das consequéncias das a¢des diuturnas
e esporadicas, ou cotidianas, como a compreensao e reflexao da interfe-
réncia do conhecimento e dos avancgos cientificos, biomédicos e tecno-
légicos na vida e na qualidade e seguranca de vida dos seres vivos e do
meio ambiente, e em suas relacdes com os seres humanos e o planeta,
e na fase em que o mundo se encontra, nas relagdes interplanetdrias.
(Freire & Tunes, 2017)

Numa abrangéncia ampla, portanto, entre as possiveis agdes dos
profissionais da saude, deve-se diferenciar procedimentos da rotina
clinica com seus protocolos bem estabelecidos, terapéuticos e diag-
nosticos, para o paciente (“cliente”) da pesquisa cientifica, que deve
gerar novos conhecimentos, apesar de poder usar protocolos estabe-
lecidos para novas alternativas e adaptagdes, ou modificagdes com ri-
gor cientifico na metodologia do projeto proposto. Referente ainda a
bioética, a utilidade do Comité de Bioética em unidades de atencao a
saude e a participa¢do do médico, foi proposta na Recomendagao No.
08/2015 do Conselho Federal de Medicina (CFM). Esta ag¢do ¢ justifica-
da pelo Conselho Federal de Medicina (CFM, 2015) em decorréncia das
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diversas duvidas e dilemas que surgem nas atividades dos profissionais
da sadde na lida com o diagnéstico e tratamento de seus pacientes. O
Comité ajudaria nas tomadas de decisao e solugdes desses conflitos e
dilemas na instituicao.

Por outro lado, todo e qualquer projeto ou proposta de pesqui-
sa deve ser protocolado de forma institucional e nacional, sendo regu-
lamentado pela atual Resolu¢dao 466/12, que substituiu a Resolu¢io
196/96, do Conselho Nacional de Saude (CNS). Nos ultimos anos, o
controle social tem sido mais frequente e o Estado tem respondido na
area Ministerial com propostas de solu¢des no CNS, capacitando e pro-
movendo discussoes entre a populacio demandante e os sistemas de
Comités de Etica em Pesquisa (CEP) e o Comissao Nacional de Etica
em Pesquisa (CONEP).

Importante também dentro da bioética s3o os temas referente a eti-
cidade no uso de animais na pesquisa e no ensino (Lei no 11.794/2008)
que deve ser mais bem discutida e refletida com a abrangéncia dos des-
dobramentos a partir desses usos.

As abordagens da bioética — as consequéncias dos métodos e avan-
cos cientificos e tecnoldgicos usados para a abreviagdo ou prolonga-
mento da vida e de forma convergente e sinérgica para a plenitude da
vida em toda a sua complexidade e amplitude —, deve-se considerar adi-
cionalmente a biosseguranca.

Existem dezenas de defini¢bes para “biosseguranga”, palavra ori-
ginada a partir da tradugao do inglés biosafety, que foi compreendida e
traduzida por diversas institui¢des e organizagdes, como a Organizagiao
Mundial da Satude (OMS), agéncias das diversas dreas, Ministérios, e
pesquisadores brasileiros, como Leila Macedo, Teixeira e Valle (2010),
Telma Abdala, e Costa e Costa (2009), que trazem pequenas diferencas
em seus artigos e livros. Do nosso ponto de vista, a melhor defini¢ao
para biosseguranga, é aqui adaptada de Valle (2010) como o conjun-
to de a¢des, tomadas de decisdao, protocolos e procedimentos voltados
para a prevenc¢io, minimiza¢ao ou eliminagao de riscos inerentes as ati-
vidades de pesquisa, produg¢ao, ensino, desenvolvimento tecnoldgico e
prestacao de servicos, ou a qualidade dos trabalhos desenvolvidos.

No Brasil o termo foi amplamente difundido pela Lei 11.105 de
2005 - como lei da biosseguranca, “estabelece normas de seguranca
e mecanismos de fiscalizagao de atividades que envolvam organismos
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geneticamente modificados (OGM) e seus derivados, cria o Conselho
Nacional de Biosseguranca (CNBS), reestrutura a Comissao Técnica
Nacional de Biosseguranca (CTNBio), dispde sobre a Politica Nacional
de Biosseguranca (PNB)”. Atualmente e de forma mais geral, se somam
a esse termo as prevengdes dos riscos a qualidade de vida e da saude das
pessoas, dos animais, do meio ambiente e do trabalhador. As demais
exigéncias desta abrangente especialidade refere a qualidade e segu-
ranca nos servicos de atencao a saude (RDC n° 50 de 21 de fevereiro
de 2002, RDC n° 302 de 13 de outubro de 2005; RDC n° 11, de 16 de
fevereiro de 2012), no uso de vacinas, na esterilizacao e descontamina-
¢do dos alimentos e da dgua, na politica da produ¢ao mais limpa com
a diminuicao de residuos, na promogao da satde dos seres humanos e
dos animais.

Os avancos tecnoldgicos, como nanotecnologia, biologia sintética,
aprendizado de maquina ou aprendizagem de maquina (machine lear-
ning), aprendizagem profunda (deep learning) e inteligéncia artificial sdo
ainda temas de convergéncias da Biosseguranca e da Bioética.

Considerando a abrangéncia da Biosseguranca, se resgata o termo
técnico biosseguridade, devido a que alguns autores chamam a ateng¢io
para a diferenca no uso desses dois termos, ou de que uma abrange o
outro e vice-versa. A biosseguridade, entretanto, para alguns autores,
como Cardoso, Navarro, Soares e Tapajos (2008), é originada do in-
glés biosecurity, e pode ser definida como o conjunto de a¢des, medidas,
tomadas de decisdes e planejamentos para a contengao e prote¢io de
agentes perigosos evitando o risco potencial a saide publica e economia
do pais, envolve os bens sensiveis ou preciosos e as medidas de preven-
¢do contra agdes indevidas dos seres humanos e acidentes. Abordagens
tratados atualmente pelas Instancias de Seguranca Nacional, segundo
atualiza¢des presidenciais e ministeriais de inteligéncia e contrainteli-
géncia, seguranca a saude publica, nos grandes eventos e nas frontei-
ras. No inicio desta tltima década a Agéncia Brasileira de Inteligéncia
(Abin) teve importante acao educativa realizando visitas as Instituicoes
de ensino e pesquisa do pais. Sdo exemplos de medidas da biosseguri-
dade as de protec¢ao contra roubo, extravio e uso indevido, que evitam
perdas econdmicas e riscos de morbimortalidade, como ocorrem na
quebra da barreira nas fronteiras, nos casos de pandemias, biopirataria
e bioterrorismo.
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A bioética e a biosseguranga podem entio, de forma ampla ou es-
pecifica, auxiliar na informac¢ao das pessoas sobre aspectos positivos
e negativos dos avan¢os do conhecimento (tecnoldgico, cientifico ou
médico) para que possam tomar decisdes e escolher evitd-los, introdu-
zi-los ou usa-los em sua vida, na vida de seus familiares, e a sua impli-
ca¢gdo com o meio ambiente e com o planeta.

Algumas modificagbes de normas e exigéncias legais, atualizagbes
decorrentes de situacdes novas, requerem busca e leitura de documen-
tos atuais, estando os profissionais, professores ou pesquisadores sem-
pre obrigados(as) a se atualizar quanto a legislacdo vigente no paifs.

Pela Constitui¢ao Federal brasileira, ao cidadao é garantida prote-
¢ao, saude, alimento, educagio, e dignidade, o direito a vida, e a segu-
ranca. Assim, com relagdo as pesquisas e aos atendimentos em servigos
de atengio a saude, deve-se preservar, cuidar, e promover o bem-estar e a
saude dos individuos, além de considerar as dimensdes que o compdem
e que sao consideradas na OMS (Figura 2). Construindo uma ementa
inspirada em textos de Paulo Freire e de alguns autores que o estudam e
aprofundam as ideias e modelos discutidos no ambito da educagio e do
processo ensino-aprendizagem, torna-se fundamental que se estabeleca
no ensino o didlogo, numa abordagem da realidade sociopolitica com
exemplos e tematicas que favorecam a construgio de referenciais anali-
ticos novos. (Saul & Silva, 2009) E fundamental desde o ensino médio
a abordagem de temas voltadas a Bioética e a Biosseguranga, de forma
multidisciplinar e transdisciplinar. (Freire, 2018)

A histéria da abordagem de temas de Bioética e de
Biosseguranc¢a no PPGIm

Na Pés-Graduagao, a visao cldssica e ao mesmo tempo de vanguar-
da do colegiado do PPGIm ficou mais evidente ao estabelecer medidas
para atender a necessidade cientifica e académica nessas areas do co-
nhecimento pratico moderno, e incentivar para seu corpo discente a
capacitagio e sensibilizacdo em temas de bioética e biosseguranga.

Os profissionais, pesquisadores, membros e/ou coordenadores de
servicos e de grupos de pesquisa matriculados como pés-graduandos,
podem entao, no decorrer do periodo de criacao até as adequagdes anu-
ais da disciplina, ter uma visao critica num ambiente de discussdo com
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temas de interesse abordados nesse componente curricular. Aprovado
em colegiado como disciplina obrigatéria aos cursos de mestrado e dou-
torado, com oferta anual da disciplina ICSA52, a agio foi reconheci-
da posteriormente pela Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (Capes) na avaliacio do programa daquele triénio
2010-2012.

Tépicos elementares e baseados na literatura e legislagdes da épo-
ca, abordados atualmente nessa disciplina, foram compilados no for-
mato de uma disciplina oferecida anteriormente no PPGIm, de carater
optativo, no componente curricular de temdticas inovadoras ou moder-
nas, denominado Tépicos Especiais em Imunologia (ICS 702).Nos pri-
meiros anos, havia sido trazida outra tematica para os topicos especiais,
abrangendo a neuroimunoendocrinologia. Este componente curricular
foi oferecido nas temadticas de introducao a bioética e a biosseguran-
¢a, com o professor colaborador convidado e advogado Antdénio Fabio
Medrado, com formagio em bioética e muito interessado nas ciéncias
bioldgicas e biotecnoldgicas, tendo especial desejo de cursar mestrado
e doutorado nessas dreas. As primeiras discussdes sobre bioética nas
disciplinas como tépicos especiais ocorreram com seu apoio e interesse.
A colaboragio fortaleceu a disciplina Tépicos Especiais em Imunologia
para discussdo de temas de bioética e de biosseguranga, com foco nos
projetos de pesquisa, pontos dos aspectos legais e controle social nas
areas abordadas.

A parceria de docéncia foi mantida por anos, mas ele foi impos-
sibilitado de cursar a pds-graduacao pela rigidez dos regimentos des-
ses programas nas areas da saude, ciéncias bioldgicas e biotecnoldgicas
no PPGIm, no Instituto de Ciéncias da Satde (ICS) e na Universidade
Federal da Bahia (UFBA).

A dinamica das abordagens e tematicas de bioética e de biossegu-
ranga na época anterior ao ano de 2012 deu-se na disciplina Tépicos
Especiais em Imunologia (ICSA702), quando foi criada a disciplina
Topicos Avancados em Bioética e Biosseguranca (ICSC52), detalhada na
Tabela 1. Os temas do ementario da ICSC52, e do componente curricular
obrigatério de 2 créditos (34 horas) oferecido anualmente para os cur-
sos de Mestrado e Doutorado em Imunologia, encontram-se no Quadro
1. Para a abordagem dos temas, desde o seu inicio, ja era recomenda-
da uma literatura ampla, vasta, classica e atualizada com relevancia de
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documentos regulatérios e normativos, no contexto cientifico e legal.
Sempre foram recomendados livros impressos, livros digitais, videos
educativos e ludicos, sites de associacOes e sociedades cientificas, docu-
mentos e legislacdo atualizada sobre os temas. Os mais comuns sites de
Sociedades brasileiras de bioética, Observatério de Bioética e Derecho
(OBD) da Catedra Unesco, na Universidad de Barcelona, e o site de
Bioética de Goldim da Universidade Federal Rio Grande do Sul. Desde
aquele periodo tem havido um grande incentivo para atualiza¢do do
conhecimento dos estudantes com a busca das informacdes nos sites
frequentemente atualizados. Sempre sdo recomendados os sites minis-
teriais, de agéncias e secretarias municipais, estaduais e regionais no
Brasil, Fiocruz, Associacao Nacional de Biosseguranca (ANBio) e OMS.

As principais justificativas e relevancias do investimento do am-
biente académico na discussao de temas das areas da bioética e da
biosseguranca na educagao formal do professor e do pesquisador en-
contram-se listadas adiante:

a. percepciao dos conflitos de interesse e prevencao de problemas
gerados com a falta de transparéncia dos mesmos;

b. consciéncia da responsabilidade dos atos e ideias nos projetos
cientificos e académicos;

c. aimportancia e o valor da pesquisa e da integridade cientifica;
d. conhecimento de defini¢des e legislagao especifica e geral dos
temas que norteiam essas areas do saber tedrico e pratico;

e. busca de um equilibrio no trade off — eficiéncia e seguranga,
para o avanco cientifico e de producio e a prevencao de erros e
promogao do cuidado individual e coletivo;

f. atencdo nas vdrias especialidades, a bioética e a biosseguranga,
no ambiente do trabalho, foco ao principio da responsabilida-
de, de profissional e dos gestores;

g. desenvolvimento de avaliagdo critica ressaltando os principios
éticos, bioéticos, os principios da responsabilidade e da precau-
¢do no agir, referente as novas tecnologias;

h. aprofundamento critico e as exigéncias das agéncias de fomen-
to e de avaliacao;

i. promoc¢io do conhecimento, melhoria na resposta a sociedade
e controle social.
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Historico da biosseguranca na UFBA
Inicio e formag¢dao docente em Biosseguranca

Em 1998, por indicacdo e portaria, o magnifico Reitor Professor
Dr. Heonir Rocha criou a 1 Comissao Interna de Biosseguranga (CIBio)
do ICS na UFBA, em aten¢do a primeira lei de organismo genetica-
mente modificado (OGM). Compuseram a Cibio do ICS os servidores:
Paulo Almeida, Gubio Soares Campos e Songeli Menezes Freire, sob
coordenac¢ao do professor Roberto Meyer. Esta agdo surgiu como res-
posta a solicitagdo do professor Dr. Paulo Almeida (Departamento de
Biointera¢ao) que contava com projeto a ser financiado e com intengao
de ser desenvolvido com OGM, o que finalmente n3o prosseguiu, na
época. Mas a comissao instalada se manteve.

A educagio formal em Biossegurancga, da desde entio membro da
CIBio e atual coordenadora da disciplina do PPGIm, Tépicos Avangados
em Bioética e em Biosseguranca (ICSA52), se deu por intermédio da
Dra. Marilda Gongalves (Professora da UFBA e Pesquisadora da Fiocruz-
Bahia) com o 1°. Curso de Biosseguranca oferecido na Fiocruz-BA,
ministrado por Dra. Leila Macedo, entdo conhecida como Leila Oda,
servidora da Fiocruz do Rio de Janeiro e vanguardista na Biosseguranga,
fundadora da Associagao Nacional de Biosseguranca (ANBio-R]).

Esta educagido complementar e formal em biosseguranca foi apoia-
da ao longo dos anos pelo chefe imediato, professor Roberto Meyer,
coordenador do Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular
(Labimuno). O chefe imediato autorizou e possibilitou, muitas vezes
com ajuda de custo, com recursos Labimuno, para a capacitagao da pes-
quisadora nesta area, em cursos fora da cidade de Salvador, como o Rio
de Janeiro na Fiocruz e ANBio, além de diversos cursos locais. Os cur-
sos de formacao e capacitacao da docente na area encontram-se descri-
tos na Tabela 2. A educagio permanente tem sido encarada e fomentada
como uma necessidade aos profissionais e educadores.

Formacao docente em Bioética

Em 2009, com aprovagao em concurso publico para o magistério
superior, da vaga Unica para duas disciplinas: bioética e biosseguranga,
a professora com formagao mais solida apds os diversos cursos na area
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de Biosseguranca, apesar do estudo e da leitura, e da experiéncia acu-
mulada na ICSA702, com os anos com a parceria de colegas, sentiu a
necessidade de capacitacao e educagio formal em bioética.

Apés tentativa de contato com diversos professores na Bahia,
de regides do Brasil, e em Portugal, aqui em Salvador, a Profa. Eliane
Azevedo ofereceu , no inicio de 2010, a oportunidade de participa¢ao do
Ncleo de Pesquisa e Educagio Transdisciplinar em Bioética (NETBio)
na FAMEB-UFBA, onde eram realizadas reunides quinzenais durante
anos com a discussio de temas de Bioética. A participagao como mem-
bro efetivo desde entdo nesse nucleo foi fundamental para o desenvol-
vimento docente em temas desta especialidade com aspectos filoséficos
e da Bioética. Os principios da bioética, riscos minimos, sistema CEP-
CONEB temas diversos que envolviam a bioética e até aspectos da
bioética, OGM e a lei de biosseguranca foram discutidas e a cada reu-
nido um conhecimento novo sedimentado. Eram membros professores
pesquisadores Profa. Eliane Azevedo, Prof. José Tavares, Prof. Gloria
Sampaio, Dra. Cristina Fortuna (em memoria), Prof. Claudia Bacelar,
Prof. Liliane Lins, Prof. Eduardo Netto, e seus respectivos pds-graduan-
dos na FAMEB. O NETBio continua com 50% dos membros originais
e conta com mais pesquisadores interessados na area que ingressaram
nos ultimos anos, e, apesar da auséncia de muitos dos fundadores, tem
sido constantemente revigorado com a participa¢ao dos orientadores e
seus novos pods-graduandos e pdés-doutores.

Na Tabela 3 encontra-se a capacitagio e educa¢ao em Bioética como
um dos itens para a qual a docente contou com grande apoio institucio-
nal, nacional e internacional.

Ac¢ao multiplicadora na capacitacao de profissionais
em Biosseguranca e Bioética com apoio
institucional e do PPGIm

Atreladas as duas disciplinas convergentes, em muitos temas e
abordagens complementares, cursos e palestras tem sido feitas initer-
ruptamente, desde a criagdo da CIBio.

Com a formagao nas area e inicialmente na auséncia de atividades
originalmente previstas para a CIBio no ICS, tendo sido ja cadastra-
da e oficializada para a Comissdao Técnica Nacional de Biosseguranca
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(CTNBio), alguns membros da comissao fizeram o projeto, e em par-
ceria com o PPGIm, ofereceram com a colabora¢io de diversos pro-
fessores e técnicos de instituicdes renomadas do Brasil o “I Curso de
capacitagdo em Biosseguranca, para profissionais das areas das Ciéncias
da Saade e bioldgicas ”, em 1999 que aconteceu no ICS. O curso contou
com o apoio do Labimuno e do PPGIm, e em parceria com as unidades
da UFBA, Hospital Universitario, Faculdade de Medicina, Faculdade de
Farmaicia, Faculdade de Odontologia, Fiocruz e suas unidades na Bahia,
Rio de Janeiro e Minas Gerais, a Comissao Nacional de Energia Nuclear
(CNEN), e a Secretaria de Saude do Estado (SESAB). A SESAB, entao
parceira do curso, trouxe muitos profissionais para sua capacitagao e,
com sua estrutura e or¢amento publicou, no formato impresso 3.000
exemplares (e no formato digital, mais adiante, em 2002) o Manual de
Biosseguranga para profissionais das dreas da saude e bioldgicas. Nesse manual,
os capitulos foram compilados a partir dos contetidos originais das au-
las ministradas e experiéncias nas atividades de rotina dos professores
convidados do Curso. Atualmente encontra-se no formato digital em
varios sites, como o da Fiocruz.

Decorrente das diversas capacitagdes e treinamentos, foram ofere-
cidos pela docente do PPGIm — com apoio da secretaria do programa, e
sempre em parceria com diversos colegas em colaboradores do Instituto
Evandro Chagas, Fiocruz, SESAB e diversas unidades da UFBA, seja
nos programas anuais do Nucleo de Capacitagio da do Centro de
Desenvolvimento Humano (CDH) da Pré-Reitoria do Desenvolvimento
de Pessoas (Prodep) — cursos para publicos diversos no modelo de cur-
sos rapidos, cursos especiais e de extensdo, de capacitacao ou palestras
em cursos na UFBA campi Salvador, Vitoria da Conquista, Universidade
Estadual de Feira de Santana, Universidade Estadual de Santa Cruz,
Universidade Federal de Minas Gerais, e Secretaria de Satde da Bahia.

Em 2013 o Colegiado e especialmente a coordena¢ao do PPGIm,
na figura de Profa. Silvia Lima Costa e Profa. Camila Alexandrino, sdo
considerados grandes incentivadores que possibilitaram, com apoio
da Capes, Fapesb, CNPq, e outras Instituicdes como Fiocruz e ANBio,
que Salvador sediasse em setembro o VIII Congresso Brasileiro de
Biosseguranca, sob nossa presidéncia. O evento que teve diversos pro-
fessores e pesquisadores nas comissdes organizadora e setoriais e mo-
nitores graduandos e pds-graduandos dos cursos da UFBA, contou com
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participantes da UFBA e entidades importantes da regiao, membros
participantes da capital e do interior da Bahia e de estados de varias
regides do pais e de participantes estrangeiros dos varios continentes.

No relatério Capes o PPGIm registrou a atividade docente na disci-
plina informativos relevantes sobre aspectos da preocupagiao do PPGIm
referente a formacao ética do pés-graduando e teve reconhecimento re-
gistrado no relatério de avaliagao trienal pela Comissdao de Avali¢ao da
Capes, que se encontra no Quadro 2.

Ainda no texto da aprecia¢do da Capes, segue-se:

O programa fez as adequagdes sugeridas pela comissao avaliadora do triénio
anterior, e isto resultou no aumento de qualidade, como pode ser observado
pelo desempenho muito bom em todos os itens avaliados, no presente tri-
énio. Destacam-se a produgao cientifica que cresceu em qualidade e quan-
tidade, com expressiva producio de artigos nos estratos mais altos e com
participa¢do de discentes; o indice de formagao dos discentes que foi acima
da média da area CBIIJ; a relevante participagdo dos discentes na produc¢io
cientifica. Sobressai ainda a preocupagdo do programa em formar profissio-
nais preparados para a docéncia e para a pesquisa, capacitados para atuarem
de forma ética, e a enfrentarem os atuais desafios técnicos cientificos, tdo ne-
cessdrios para o desenvolvimento regional e nacional. Outro ponto relevante
foi a grande inserc¢ao internacional do programa com visitas de pesquisado-
res estrangeiros, fato tem facilitado o intercambio de alunos e professores do
programa com renomadas institui¢des internacionais de ensino e pesquisa.
A qualidade dos egressos, que atuam em diferentes institui¢des regionais ou
nacionais, atesta a importancia e qualidade do programa.

Considerac¢oes finais

No formato da disciplina atual, com assuntos de tecnologias clés-
sicas e cada vez mais modernas, atualizados anualmente segundo avan-
cos cientificos, tecnolédgicos e situagdes novas, de um modo geral, os
pbs-graduandos participam discutindo os temas com suas vivéncias no
ambiente da pesquisa e de suas respectivas atividades laborais diversas,
fato que enriquece as atividades e discussdes propostas.

A associagao do conhecimento cientifico com as exigéncias legais
nos diversos dmbitos ministeriais e de agéncias e secretarias de con-
trole consolida a proposta de informagao constante e educagiao/forma-
¢ao permanente dos pés-graduandos. Na inten¢ao de sensibilizar novos
pesquisadores e professores temas sao propostos e cada um pode suge-
rir adicionalmente um tema de interesse. Os participantes dos cursos e
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da disciplina tém mostrado ao longo dos anos seriedade, compromisso
e critério no processo de avaliagdo e autoavaliagdo deste componente
curricular sempre em constante adapta¢ao académica.
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Figura 1 — Difusdo responsével pelo conhecimento e pela informac¢io na interrelagdo entre
universidade e comunidade/sociedade, via meios e canais de comunicagdo disponiveis
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Figura 2-Dimensdes da dignidade e saide da pessoa,
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Quadro 1 — Ementa detalhada dos temas para ICS C52 (carga horaria: 34 horas)

*BIOETICA: Histérias, paradigmas e modelos
explicativos da Bioética. Defini¢Ges e exemplos
de principais conflitos da Bioética e do Biodi-
reito aplicados a pesquisa cientifica. Marco re-
gulatério, importancia do controle social e do
sistema CEP/CONEP, SISNEB a Plataforma
Brasil, Biobanco e Biorrepositério. O cadastro
e acompanhamento e difusdo do conhecimen-
to gerado com a pesquisa com seres humanos.
Resolucao CNS atualizada o uso de animais
em ensino e pesquisa, sistemas de controle e
normas, CEUA e CONCEA. Legislagao atual
de protocolos para experimenta¢gdo em huma-
nos e experimenta¢do em animal. Importancia
da cidadania e da responsabilidade pessoal e
profissional, envolvimento responsavel da po-
pulacdo e de agéncias estatais e empresas pu-
blicas/ privadas nos acidentes e nos conflitos e
dilemas de acidentes por fendmenos naturais
ou por motivos diversos no Brasil e no mun-
do. Conflito de interesse. Aspectos norteado-
res e importancia da Integridade cientifica e
conduta responsavel. Corresponsabilidade no
ambiente académico e cientifico e importancia
da colabora¢ao multidisciplinar. Autoria, pro-
priedade intelectual e plagio. Como informar
o conhecimento e as incertezas cientificas ao
cidaddo e publico leigo na drea. Identificagao
e autocritica de pontos de fragilidade e con-
sisténcia, importancia e relevancia do projeto
de pesquisa. Métodos biotecnolégicos atuais:
compromisso com o mundo e com o planeta.

*BIOSSEGURANCA: Marco regulatdrio, His-
térico e defini¢bes de Biosseguranca, Biosse-
guridade, Bioterrorismo e Biopirataria. Legis-
lagdo atual sobre Residuos e Rejeitos, PGRSS.
Agentes nocivos. Aspectos epidemiolégicos e
infecgdo. Classificagio de Grupos de risco no
ambiente de trabalho, métodos de controle e
contengdo bioldgica e outros grupos de risco.
Contaminagdo e métodos de descontamina-
¢do. Controle e contengdo de riscos no Brasil e
no mundo. Barreira, contengdo e isolamento.
Métodos e fundamentos da imunoprofilaxia
pré e pds-exposi¢do. Importancia, fragilidades
e consisténcias da imunoprofilaxia. Legislagao
e Lei de biosseguranca. Instancias de controle
de biosseguridade e biosseguranca no Brasil.
Métodos de confec¢io de POPs, EPI e EPC
mais comuns e suas exigéncias — mapa de ris-
co e importancia da sinalizagdo. Rota de Fuga.
Responsavel Técnico, CIPA, CISSP. Legislacdo
e exemplos - Transgénicos e OGM, Papel da
CIBIO e CTNBIO. Legislacao atual. Biossegu-
ranca referente a temas da atualidade: novas
tecnologias, biologia sintética e nanotecno-
logia, Inteligéncia Artificial, Machine learning,
deep learning, Principais conflitos e principios
éticos e bioéticos na pesquisa e avangos tec-
nolégicos. Trade Off — eficiéncia e segurangca,
Atualizagdo tematica de tépicos referentes a
problemas e exemplos praticos nas areas da
Bioética e da Biosseguranga.

A ementa da disciplina compreende temas e pontos para discussao
dindmica com exemplos reais, ficticios, mas possiveis, trazendo instru-
mentos legais, regulatérios e de controle social, elencados na lista que
pode ser adaptada numa ordem que varia segundo maturidade e forma-
¢ao de base segundo realidade e interesse da turma de pds-graduandos.
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Tabela 1 — A dinidmica das abordagens e temadticas de bioética e de biosseguranca
até a criagdo da disciplina obrigatéria ICS C52 no PPGIm

Nome da

Cddigo e anos

Docentes

Destino das disciplinas

disciplina

Topicos Especiais
em Imunologia
- Neuro-Imuno-
-Enddcrino

Tépicos Especiais
em Imunologia -
Introducao de té-
picos em Bioética e
Biosseguranga

Toépicos avangados
em Biosseguranca
e Bioética

ICS A702 - anu-
almente. Inicio
2000-2006.

ICS A52 - disci-
plina obrigatéria.
Mestrado e Dou-
torado. Aprova-
da em 2012.

participantes

Coord. e profes-
sor: Songeli Freire
Professores: Maria
Jose Ramalho, Silvia
Costa Fatima Dias
Costa, Ramon El
Bacha.

Songeli Freire, An-
tonio Fabio Medra-
do. Alternativamen-
te nos anos 2006/7
—-2011. Em 2010 ja
aguarddvamos a re-
sultado do processo
de cria¢do da disci-
plina nova.

Songeli  Menezes
Freire e convidada
especial Dra. Claris-
se Cerqueira UEFS
com capacitacao
especial no Sistema
CEP/CONEP. Con-
vidados especiais.
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Disciplina temadtica transi-
téria.

A colabora¢iao se deu com
aulas esporadicas sem qual-
quer conotagdo vinculativa,
como colabora¢des cientifi-
cas comumente praticadas
na academia. Tal colabora-
¢ao durou alguns semes-
tres. posteriormente houve
interrup¢do da colaboragio
na docéncia, por indicagdo
da procuradoria juridica da
UFBA, visto que o professor
convidado nio fazia parte do
corpo docente da Instituicio.

Anualmente oferecida aos
pés-graduandos (de mestra-
do e doutorado) no segundo
semestre. Oferta de vagas a
alunos especiais e pos-gra-
duandos de outros PPG, sob
demanda institucional.



2014

2014

2012

2012

2011

2011

2010

2009

2006

2000

1999

1999

Tabela 2 — A dindmica da capacitagdo na area da Biosseguranca e formag¢io
académica da docente coordenadora da disciplina ICS C52 do PPGIm

Atividades e assisténcia
a cursos de capacitagio

e educacao formal em
Biosseguranga

Curso de capacitagdo em ris-
cos quimicos.

Curso de engenharia de segu-
ranga do trabalho.

Formagao de inspetores e fis-
cais em biosseguranca.

Biosseguranca em laboraté-
rios NB3

Cursos avangados em Biosse-
guranga: capacitagdo. Ativida-
de Pés-Doutoral em Biosse-
guranga.

Atualizagdo e agdes de bios-
seguranca-biosseguridade.
Atividade Pés-Doutoral em
Biosseguranga.

Curso de transporte de subs-
tancias infecciosas.

13° Curso de Biosseguranga
hospitalar.

Passo a Passo na Elaboracao
de PGRSS.

Curso de formagao e capacita-
¢3o de profissionais da saude
e ciéncias bioldgicas em Bios-
seguranca

Curso de sensibilizagdo em
Biosseguranga.

Adequagio fisica e de procedi-
mentos laboratoriais.

Carga horaria/
Periodo

20h

20h

40h

140h

104h

20h

32h.

8h

120 h

40h

10h
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Instituicao de realizacao

UFBA - Coordenagao de
Desenvolvimento  Humano
(CDH)/Pré-Reitoria de De-
senvolvimento de Pessoas
(Prodep).

UFBA-CDH/Prodep

ANBio, UFBA

Instituto Evandro Chagas -
PPGIm - UFBA.

ANBio, Rio de Janeiro, Brasil.

ANBio, Rio de Janeiro, Brasil.

Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas - Fiocruz,
Fiocruz-Bahia.

Fundagdo Oswaldo Cruz,
(Fiocruz), Rio de Janeiro,
Brasil.

Fiocruz-Bahia e Rio de Janei-
ro.

PPGIm - UFBA e Institui¢oes
parceiras: Comissdao Nacional
de Energia Nuclear (CNEN),
Universidade Federal de Mi-
nas Gerais (UFMG), Fiocruz.

Fiocruz, Rio de Janeiro, Bra-
sil.

ANBio, Brasil.



2016

2012

2011

2010-
Atual

2009

2005

1996

Tabela 3 — A dinidmica da capacitagio na drea da Bioética e formagio
académica da docente coordenadora da disciplina ICS C52 do PPGIM

Atividades e assisténcia
a cursos de capacita¢io

e educacao formal em
Bioética
Atividade pos-doutoral no

Observatorio de Bioetica y
Derecho — OBD.

Curso na Faculdade de Fi-
losofia.

Pés-Graduagao de Medicina
— Dra Eliane Azevedo e Dr.
Eduardo Netto. Dra. Gloria
Sampaio.

Atividade de forma-
¢do e capacitagio em
Bioética:semindrios e dis-
cussdo como membro do
NETBio.

Abordagem integral dos
cuidados paliativos.

Organ Transplantation “From
bench to bedside”

Terapia Génica

Carga horaria/
Periodo

Carga horaria in-
tegral semanal no
meés de maio.

6h/més/ano letivo

8h

8h

4h

280

Instituicao

Catedra de Bioética Unesco
— Universidad de Barcelona,
Barcelona, Espanha.

Grupo de Pesquisa em Filo-
sofia-CEP/Faculdade de Me-
dicina da Bahia (FAMEB) e
Programa de Pés-Graduagio
em Medicina e Saude (PPG-
MS).

PPGMS - Disciplina Bioéti-
ca.

NETBio-FAMEB-UFBA

Universidade Catdlica do

Salvador (UCSAL), Bahia,
Brasil.
Associagio  Brasileira de

Transplante de  Orgios,
ABTO, Brasil. -EBMSP-Sal-
vador -Brasil.

Buenos Aires
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