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RESUMO

Introducdo: Neste estudo, nds avaliamos os efeitos de alguns antigenos do S. mansoni
sobre a resposta imune induzida pelo antigeno soltvel de Leishmania (SLA) em células
de pacientes com LC. Métodos: CMSP foram estimuladas in vitro com SLA e
cultivadas na presenca ou auséncia dos antigenos recombinantes do tegumento do S.
mansoni, Sm29 e SmTSP-2 e também do PIII, uma fracdo do antigenos solivel do
verme adulto do S. mansoni. As citocinas do padrdo Thl, Th2 e regulatéria foram
medidas nos sobrenadantes das culturas, utilizando-se a técnica de ELISA sanduiche.
Adicionalmente, CMSP foram marcadas com anticorpos conjugados a fluorocromos
para a avaliacdo do fendtipo destas células, utilizando-se os anticorpos para marcagao
de CD4, CD8, CD25, CD28, CTLA-4 e Foxp3 em linfocito T e CD14, CD16, HLA-DR,
CD80 e CD86 em monacitos. Para tanto se utilizou a técnica de citometria de fluxo e as
analises foram feitas pelo programa FlowJo. Resultados: A adicéo dos antigenos do S.
mansoni as culturas de CMSP resultou na reducdo dos niveis de IFN-y em 37 a 50% dos
pacientes. Embora, em menor extensdo, os antigenos também foram capazes de
diminuir a producdo de TNF. Comparando 0s grupos de pacientes que tiveram ou nao
reducdo na producédo de IFN-y e TNF em culturas estimuladas com SLA, pela presenca
dos antigenos de S. mansoni, observou-se que ndo houve diferenca significativa no
namero e tamanho das lesdes e nem nos niveis basais de IFN-y e TNF. Ndo houve
também diferenca significativa nos niveis de IL-10 e IL-5 em resposta aos antigenos de
S. mansoni entre 0s grupos que apresentaram ou nao reducdo na producdo de IFN-y e
TNF em resposta aos antigenos do S. mansoni. Adicionalmente, foi observado que o uso
do rSm29 nas culturas de CMSP de pacientes com LC resultou em diminuicdo da
expressdo de HLA-DR em mondcitos ndo-classicos (CD14"CD16™), no entanto a
adicdo de PIIl diminuiu a expressdo desta molécula em mondcitos classicos
(CD147°CD16) e intermediarios (CD14""CD16"). A adicdo do PIll e do rSmTSP-2
resultou na regulacdo da expressao de CD80 em mondcitos ndo-classicos e da expressao
de CD86 em mondcitos intermediarios, respectivamente. Os antigenos rSmTSP-2 e Pl
aumentaram a expressdo de CTLA-4 em células TCD4" e também expandiram a
frequéncia de células regulatérias TCD4*CD25""Foxp3*. Conclusdo: Os antigenos
usados neste estudo, modularam a resposta pro-inflamatoria induzida pelo SLA in vitro

em um grupo de pacientes com LC, e os antigenos rSmTSP-2 e PIII foram capazes de



diminuir o estado de ativacdo de mondcitos e também aumentar a expressdo de
moléculas moduladoras em linfocitos T.

Palavras-chave: Antigenos de Schistosoma mansoni. Leishmaniose. Citocinas. Células
Treg. Mondcitos.



ABSTRACT

Introduction: In this study, we evaluated the effects of some antigens of S. mansoni on
the immune response induced by the soluble Leishmania antigen (SLA) in cells from
CL patients. Methods: PBMC were stimulated with SLA in vitro and cultured in the
presence or absence of the recombinant antigens from the tegument of S. mansoni,
Sm29 and SmTSP-2 and also the PIII, a fraction of the soluble antigens from the adult
worm antigens. Cytokines of the Thl, Th2 and regulatory profile were measured in
supernatants of culture using the sandwich ELISA assay. Additionally, PBMC were
stained with fluorochrome conjugated antibodies to CD4, CD8, CD25, CD28, CTLA-4
and Foxp3 in T lymphocyte and CD14, CD16, HLA-DR, CD80 and CD86 in
monocytes. For this purpose, we used the technique of flow cytometry and the analyzes
were performed using the Flow-Jo software. Results: The addition of S. mansoni
antigens to the cultures resulted in reduction in IFN-y levels in 37 to 50% of patients.
Although to a lesser extent, the antigens were also able to decrease the production of
TNF. Comparing groups of patients that either had or did not have reduction in IFN-y
and TNF production in cultures stimulated with SLA in the presence of S. mansoni
antigens, we observed that there was no significant difference in the number and lesions
size, and also in IFN-y and TNF basal levels. There was also no significant difference
in the levels of IL-10 and IL-5 in response to S. mansoni antigens between the groups of
patients who had or not reduction in the production of IFN-y and TNF in response to the
S. mansoni antigens. Additionally, it was observed that the use of rSm29 to the PBMC
cultures from CL patients resulted in reduction of HLA-DR expression on non-classical
(CD14'CD16™") monocytes, while the addition of P111 diminished the expression of this
molecule on classical (CD147°CD16") and intermediate (CD147"CD16") monocytes.
The addition of Pl and rSmTSP-2 resulted in down-modulation of CD80 expression
on non-classical and CD86 expression on intermediate monocytes, respectively. These
two antigens increased the expression of CTLA-4 in CD4™ T cells and they also
expanded the frequency of CD4*CD25"%"Foxp3* T regulatory cells. Conclusion: The
antigens used in this study down-modulated the in vitro proinflammatory response
induced by SLA in a group of CL patients. Moreover PIIl and rSmTSP-2 were able to
decrease the activation status of monocytes and also to up-regulate the expression of

modulatory molecules in T lymphocytes.



Keywords: Schistosoma mansoni antigens. Leishmaniasis. Cytokines. Treg cells.

Monocytes.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses estdo entre as seis doengas prioritarias no programa de
controle de doencas da Organizacdo Mundial de Salde, por afetarem grande parte da
populacdo pobre de paises em desenvolvimento. Esta doenca tem sido considerada
como doenca negligenciada, por ndo haver interesse pelas industrias farmacéuticas, em
investir no desenvolvimento de novos medicamentos contra essa patologia. H4 mais de
50 anos o tratamento utilizado contra a LTA s&o os antimoniais pentavalentes (Shv),
mas essa terapéutica pode causar falhas devido a diferentes esquemas posoldgicos
utilizados, insucesso terapéutico ou recidiva, limitando o controle adequado da doenca.
Tem sido relatada, em até 37% dos casos, falha no tratamento anti-leishmaniose
(SAENZ e cols, 1991). Outro estudo, entretanto, realizado em Corte de Pedra/BA,
relatou que 17% dos pacientes com LTA apresentam recidiva quando tratados com Sbh"
em periodos variaveis de tempo (NETTO e cols, 1990). O uso de medicamentos mais
eficazes e menos tdxicos € limitado, pois o custo total do tratamento é muito caro e pode

ocorrer desenvolvimento de resisténcia ao tratamento (BRASIL, 2000).

Atualmente tém sido estudadas novas possibilidades para tratar doencas de base
imunologica, utilizando imunoterapicos. Tem sido demonstrado que a infeccdo por
helmintos ou mesmo a estimulacdo com antigenos oriundos destes parasitos tem o
potencial de modular as respostas mediadas pela ativacdo das células do tipo Th2, a
exemplo das doencas alérgicas, e também modular a resposta do tipo Thl, envolvida na

patogénese das doencas autoimunes.

A patogénese da LTA envolve elevada producdo de IFN-y e TNF, enquanto que
a infeccdo cronica pelo S. mansoni induz resposta do tipo Th2 e T regulatoria (Treg).
Pouco se sabe sobre o papel das Tregs na LTA. Elas sdo descritas em diversas doencas
infecciosas, tanto do padrdo Thl como do Th2, e podem atuar na modulacdo da
intensidade e duracdo da resposta inflamatoria, limitando o dano tecidual (BELKAYD e
TARBELL, 2009; BELKAYD e cols, 2002). Outras células como os mondcitos
humanos também tém sido descritas por sua presenca em infeccdo e inflamagdo, mas
também pouco é relatado sobre seu papel na LTA. A IL-10, produzida por esses
subtipos celulares em alguns modelos, a exemplo de infeccdo cronica pelo S. mansoni,

tem sido descrita por atuar na modulagdo da resposta imune envolvida nas doengas que
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cursam com a exacerbacdo da resposta inflamatéria (FIORENTINO e cols, 1989;
ELLIOTT e cols, 2003; LA FLAMME e cols, 2003; SEWELL e cols, 2003).

Neste estudo, avaliamos os efeitos da adi¢do dos antigenos do S. mansoni sobre
a resposta imune induzida pelo antigeno de Leishmania (SLA) em mondcitos e
linfocitos de pacientes com leishmaniose cuténea, na tentativa destes antigenos alterar o
estado de ativacdo dessas células e modular a resposta inflamatéria exacerbada. Esta
modulagdo teoricamente poderia reduzir o tempo de cicatrizacdo e o tamanho das
lesBes, bem como a necessidade do uso de vérios ciclos antimoniais por paciente com
LTA. Os nossos achados justificam a continuacdo de estudos na busca da identificacéo
de antigenos do S. mansoni capazes de induzir a modulacdo da resposta inflamatéria
associada ao desenvolvimento da LTA.



17

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE ALTA

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca endémica na
América Latina, Africa e Asia, causada por uma variedade de espécies de Leishmania
transmitidas pela picada do inseto vetor infectado. A doenca é considerada, no Brasil,
uma antropozoonoze de notificacdo compulséria com importancia crescente, devido a
um aumento no nimero de casos nos Ultimos anos e ao surgimento da doenca em
regides ndo relatadas anteriormente (AMATO-NETO, 2008).

Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a LTA tem sido
considerada como um grave problema de saude publica no Brasil, sendo associada a
altas taxas de morbidade (WHO, 2011). A prevaléncia geral € de 12 milhGes de pessoas
com uma populacdo de risco de 350 milhGes de individuos que estdo expostos a
infeccdo, sendo a incidéncia da doenca cutanea de 1 a 1,5 milhdo de casos/ano
(DESJEUX, 2001). A LTA tem alta incidéncia no estado da Bahia, 23.4/100.000 hab,

sendo distribuida em areas de atividade agricola, com desmatamento (SVS/MS, 2009).

A LTA ¢é uma doenca cutanea causada pelo parasito do género Leishmania
através da picada do inseto vetor do género Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia
(Novo Mundo) quando formas infectantes do parasito (promastigotas) séo inoculadas no
hospedeiro vertebrado (Figura 1). Logo ap6s a entrada do parasito, as formas
promastigotas sdo fagocitadas por macrofagos, onde assumem a forma amastigota nos
vacUolos fagociticos, passando por ciclos intracelulares de multiplicacdo exponencial
(NEVES, 2011; DE ALMEIDA e cols, 2003).

Embora a resposta imunoldgica seja fundamental para a defesa contra a maioria
de agentes infectantes, evidéncias tém sido acumuladas nos Gltimos anos de que em
muitas doencas infecciosas, 0s principais aspectos patoldgicos ndo estdo relacionados
com uma acdo direta do agente agressor, mas sim com uma resposta imune anormal. A
resposta imune é de fundamental importancia para a defesa e protecdo do hospedeiro
anti-leishmania desde o momento da inoculacdo do parasito através da picada do
mosquito, entretanto um desequilibrio entre a relacdo parasito e hospedeiro pode levar a

uma desregulacéo imune.



Figura 1. Ciclo de vida da Leishmania spp.
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Adaptado de http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html
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2.2 MANIFESTACOES CLINICAS E RESPOSTA IMUNE

A LTA apresenta um amplo espectro de manifestacdes clinicas que varia desde
lesBes cutaneas localizadas ou disseminadas até graves lesdes mucocutaneas e isso pode
estar relacionado a espécie do parasito, bem como a resposta imune exacerbada. Entre
elas estdo incluidas a leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucosa (LM),
leishmaniose disseminada (LD) e leishmaniose cutanea difusa (LCD) (Figura 2)
(MARSDEN, 1990).

A leishmaniose tegumentar americana vem sendo estudada, por pesquisadores
do Servico de Imunologia, desde meados de 1980, na area endémica de Corte de Pedra,
Bahia, uma area de transmissédo de L. braziliensis (GRIMALDI e cols, 1989). A L.
braziliensis € o principal agente causal da LC e da LM na América Central e América
do Sul. A LC é caracterizada por uma Uulcera cutanea bem delimitada com bordas
elevadas. Aproximadamente, 3% dos pacientes com LC desenvolvem LM,
concomitantemente ou meses apds 0 aparecimento da Ulcera cuténea, lesbes
desfigurantes principalmente na mucosa nasal, podem aparecer também no palato,
faringe e laringe (JONES e cols, 1987). Do ponto de vista histopatoldgico as lesdes de
LC e LM sdo caracterizadas por um processo inflamatério com linfocitos e plasmaocitos
e com raros ou até mesma auséncia de parasitos (BITTENCOURT e BARRAL, 1991).
Observa-se uma forte resposta linfoproliferativa ao antigeno de Leishmania (SLA) e
positividade ao teste intradérmico (CARVALHO e cols, 1985). A LD ¢ considerada
como uma forma emergente, pelo aparecimento de multiplas lesées em pelo menos duas
partes do corpo (TURETZ e cols, 2002). Ao exame histopatoldgico na LD € observada
a presenca de linfécitos e macro6fagos pouco parasitados (CARVALHO e cols, 1994).
Os pacientes acometidos com LCD ndo apresentam lesbes ulceradas classicas, mas
lesbes nodulares em multiplas partes do corpo, diferindo das outras formas de LTA. Ao
exame histopatologico na LCD é observada a presenca de macrdéfagos parasitados
(BITTENCOURT e cols, 1990).



20

Figura 2. Espectro clinico e imunoldgico da leishmaniose tegumentar.

Leishmaniose mucosa

(LM) y
Leishmaniose disseminada
(LD) T i 53
= e . Leishmaniose cutanea difusa
Leishmaniose cutanea (LCD)
(LO)
Polo hiperérgico Infecgdo Pélo anérgico
subclinica =

LM LC l LD LCI
Parasitas +/= + ? +++ -+
Im.celular ++ ++ + + - -

Adaptado de Guimaraes e cols, 2005.

Os mecanismos imunoldgicos associados a leishmaniose tegumentar levam a
destruicdo tecidual, culminando com o aparecimento da ulcera leishmaniotica que é a
manifestacdo clinica mais importante nesta doenca. Diante disso, um estudo de
BACELLAR e cols (2002), sugere que a diferenca nos padrdes de progressdo da doenca
esta relacionada a perfis distintos de producéo de citocinas, estabelecidos em resposta a

infeccao.

Em modelos experimentais de leishmaniose e em humanos, a resposta imune do
T “helper” 1 (Thl) tem importancia no controle da infec¢do por Leishmania. Ja esta
bem documentado que a producdo de IFN-y, citocina produzida principalmente pelas
células Thl, é importante para o controle da infeccdo por Leishmania pela estimulagéo
da producdo de agentes oxidantes derivados dos macr6fagos (MURRAY e cols,1983;
LIEW e cols, 1991; BOGDAN e cols, 2000). Entretanto, nas formas LM e LC, apesar
de existir uma resposta imune protetora do tipo Thl, os pacientes evoluem para a

doenca.
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Evidéncias tém sido acumuladas de que a resposta imune exacerbada participa
da leséo tecidual da leishmaniose tegumentar: 1) Os pacientes com LC e LM produzem
niveis altos de IFN-y e também da citocina pro-inflamatéria TNF existindo uma
associagdo entre producdo de IFN-y e TNF e tamanho da lesdo, assim como o
aparecimento de formas mais graves da doenca (RIBEIRO-DE-JESUS e cols, 1998;
ANTONELLI e cols, 2005; OLIVEIRA e cols, 2011); 2) Células mononucleares do
sangue periférico (CMSP) de pacientes com LM e LC quando estimuladas com
antigeno de L. braziliensis in vitro produzem baixos niveis ou ndo produzem a citocina
regulatéria 1L-10 (BACELLAR e cols, 2002); 3) Os niveis de TNF e IFN-y no soro e
em sobrenadantes de culturas de células estimuladas com o antigeno de Leishmania
diminuem significativamente apds o tratamento (RIBEIRO-DE-JESUS e cols, 1998;
ANTONELLI e cols, 2005; BACELLAR e cols, 2002; MARIA e cols, 2005; DA-
CRUZ e cols, 1996 ).

Rocha e cols mostraram que a neutralizagdo de IL-10 aumentou a producao de
IFN-y por CMSP e também a proliferagao de linfocitos em pacientes com LC (ROCHA
e cols, 1999). A IL-10 parece desempenhar um papel importante na modulacdo das
respostas inflamatérias associadas ao desenvolvimento de leishmaniose cutanea, esta
citocina, no entanto, em modelo murino de infecc¢do por L. major mantém a infeccdo em
estado de laténcia (BELKAID e cols, 2001). Bacellar e cols demonstraram que CMSP
de pacientes com LM expressam altos niveis de IFN-y e TNF e apresentam uma baixa
capacidade de modulacdo da resposta inflamatoria por IL-10 e TGF- (BACELLAR e
cols, 2002).

Na leishmaniose disseminada observa-se também producéo de IFN-y ¢ TNF por
células mononucleares apds estimulo com SLA. Pacientes com LD podem apresentar
resultado positivo ou negativo ao teste de hipersensibilidade tardia ao antigeno de
Leishmania. A LD tem sido considerada uma forma intermediaria entre a LC e a LCD
(CARVALHO e cols, 1994). Diferentemente da LC e LM, a leishmaniose cuténea
difusa tem sido relacionada a uma fraca resposta do tipo Thl, com a propagacdo da
doenca, entretanto sem a destruicdo do parasito. E considerada uma doenca anérgica
com o resultado negativo do teste de hipersensibilidade tardia ao antigeno de
Leishmania. Estudo mostrou que pacientes com LCD, apresentam uma baixa expressao
de RNAm de IFN-y e um aumento no RNAm da citocina regulatoria IL-10 sendo que,
apos tratamento, observa-se uma restauracdo da resposta Th1l, com uma melhora clinica

dos pacientes. A resposta linfoproliferativa e a producéo de IFN-y por CMSP é também
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baixa ou ausente, entretanto existe producédo de IL-2, IL-4 e IL-10 no tecido (BOMFIM
e cols, 1996). Essa auséncia de resposta imune Thl favoreceria a multiplicagdo e
disseminagéo do parasito.

Em relacdo aos individuos subclinicos, residentes em &reas endémicas de
leishmaniose, mas que ndo desenvolveram a doenca tem sido descrito um equilibrio
entre a resposta pré-inflamatoria, caracterizada por uma elevada producdo de IFN-y e
TNF, e a resposta reguladora com a produgéo de IL-10 (Figura 2) (FOLLADOR e cols,
2002).

2.2.1 ATIVACAO CELULAR NA LTA

A resposta imune inata inclui receptores de reconhecimento padrédo (receptores
do tipo Toll, NLR) produtos soltveis (complemento, e citocinas, incluindo interleucina
IL-1a, IL-12, TNF) e os neutréfilos, mondcitos, macrofagos, células NK e células
dendriticas que podem levar, especialmente através da producao de IL-12 ou IFN-y no
caso das células NK, a inducdo da imunidade celular adquirida. Estes mecanismos
conduzem & ativagio de células especificas TCD4" e TCDS8', onde, através de
moléculas de adesdo e quimiocinas, sdo ativamente recrutadas para os sitios da infec¢céo
e, partilha com o influxo de mondcitos, resposta inflamatoria local, incluindo formacao
de granuloma e desenvolvimento de leséo tecidual (MCSORLEY e cols, 1996; ABBAS,
2012).

Tem sido relatado que em doenca cutanea humana causada por L. braziliensis,
subpopulagdes de linfocitos TCD4" do tipo Thl, produtoras de citocinas, s uma
importante fonte de IFN-y, com muito pouco ou indetectaveis niimeros de células
TCD4" produtoras de IL-4 e IL-5. Neste mesmo estudo, foram identificadas células
TCD4" e mondcitos como importantes fontes de 1L-10 (BOTTREL e cols, 2001).

A imunidade mediada pelas células Thl é importante na protecdo contra
Leishmania e a ativacdo dessas células depende de sinais enviados por moléculas co-
estimulatérias. Essas moléculas tém uma funcdo importante na proliferacdo e
manutencdo da resposta imune celular. A ativacdo das células T € também influenciada
por células apresentadoras de antigenos, através da expressdo de moléculas co-

estimulatorias, também nestas células, resultando em eficiente ativacdo e proliferacdo
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das células T e producdo de citocinas por essas células (ELLOSO e SCOTT, 1999).
Para uma 6tima ativacdo, a célula T requer entdo pelo menos dois sinais independentes:
(1) um sinal dado pela ligagdo do complexo peptideo-complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) ao receptor de células T; (2) por um sinal co-estimulatério que é
emitido pela ligagdo de moléculas B7 (B7-1 ou B7-2), presentes nas células
apresentadoras de antigenos, a exemplo de macrdéfagos, com a molécula CD28 nas
células T. Esses sinais, transmitidos através da molécula CD28, resultam na ativacao
eficiente e na proliferacdo de células T induzidas por antigeno, sobrevivéncia
prolongada das células e producdo de citocinas. Apo6s a ativacao, as células T passam a
exibir um receptor adicional, CTLA-4 (CD152), homdlogo ao CD28, que se liga as
moléculas B7, limitando assim a resposta proliferativa das células T ativadas
(WALUNAS e cols, 1994).

Favali e cols demonstraram que a adicdo do anticorpo CTLA-4 in vitro para
bloguear a interacdo CD28-B7 em culturas de células do sangue periférico de pacientes
com LC estimuladas com antigeno de Leishmania levou a uma modulagdo na producéo
de IFN-y, IL-10 e TNF (FAVALI e cols, 2005). Estudo similar, ao avaliar a producéo de
citocinas através do bloqueio das moleculas CD80 e CD86, em macrofagos humanos
infectados por L.major, demonstrou significante reducdo na producdo das citocinas
IFN-y, IL-5 e IL-12 (BRODSKYN e cols, 2001). Esse estudo sugere que a regulacao da
expressdo dessas moléculas co-estimulatérias por macréfagos tem um importante papel

na resposta imune contra a Leishmania.

A IL-10, uma citocina regulatoria da resposta imune celular possui também a
capacidade de reduzir a expressao do MHC-II e de moléculas co-estimulatérias, como
também de inibir a producdo de outras citocinas, tais como IFN-y e TNF
(FIORENTINO e cols, 1989; BOGDAN & NATHAN 1993).

Muitos outros tipos de células e citocinas podem ter um importante papel na
imuno-regulacdo de doencas cutaneas incluindo populacdes de células Thl7 e células T
regulatorias. As células T auxiliares que produzem IL-17 (Th17) tém sido mostradas por
terem um papel crucial na patogénese das doencas inflamatdrias crénicas e autoimunes
(HASHIMOTO e cols, 2005; MATSUZAKI & UMEMURA, 2007; MOSELEY e cols,
2003). Embora a IL-17 participe dos mecanismos de defesa contra certos patdgenos,
pouco se sabe sobre a funcdo desta citocina em doencas infecciosas humanas: Um

estudo de BACELLAR e cols (2009) mostrou um aumento na producdo de IL-17 por
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CMSPs e correlacdo positiva dos niveis desta citocina e TNF durante o curso da
infeccdo em pacientes com LC e LM. A IL-17 foi detectada nas lesdes provocadas por
L. braziliensis podendo indicar também o envolvimento desta citocina na patogénese da
LTA.

As células T regulatorias (Treg) sdo capazes de modular a intensidade e a
duracdo de ambas as respostas imunes Thl e Th2 em doencas infecciosas, limitando
danos ao tecido (BELKAYD e TARBELL, 2009; BELKAYD e cols, 2002).
Recentemente, Salhi e cols (2008) identificaram células Treg em CMSP de pacientes
com leishmaniose cuténea localizada ativa e os curados espontaneamente. Outro estudo
identificou, em lesdes de pele de pacientes infectados com L. guyanensis, a presenca de
célula Treg tanto na fase aguda quanto na crbnica in vitro com agdo supressora
(BOURREAU e cols, 2009). Portanto, os estudos sobre a acdo supressora das células T
regulatorias na LTA ainda ndo estdo bem esclarecidos.

As células da resposta imune inata, atraves dos mondcitos, participam
ativamente da resposta imune na leishmaniose. Por mais de duas décadas, 0s mondcitos
foram classificados em classicos (CD14" CD16") e inflamatdrios, aqueles que expressam
a molécula CD16 e produzem niveis elevados de TNF (PASSLICK e cols, 1989). A
frequéncia de CD14°CD16" em pacientes com LC foi encontrada significantemente
maior em comparagdo com controles saudaveis e foi positivamente correlacionada com
o tamanho da lesdo (SOARES e cols, 2006).

Recentemente, foram descritas diferentes sub-populagdes de macréfagos
humanos e o papel dessas células na infeccdo e inflamacdo. Além dos mondcitos
“classicos” que sdo fortemente positivos para a molécula de superficie CDI14
(CD14'"CD16"), foi caracterizada outra populacdo de mondcitos que co-expressam
CD16 (FcyRII). Uma nova nomenclatura tem sido usada para classificar estes
monocitos de sangue humano em trés subtipos: classico (CD14""CD16), intermediario
(CD14""CD16") e ndo-classico (CD14"CD16™) (Figura 3) (ZIEGLER-HEITBROCK e
cols, 2010). Os mondcitos classicos representam 85% dos mondcitos totais e sdo
caracterizados pela expresséo de IL-13Ral, IL-10 e RANTES e pela expresséo de genes
associados com propriedades anti-apoptose e cicatrizacdo. Os mondcitos intermediarios
representam 5% dos mondcitos, expressam elevados niveis de HLA-DR, e estdo
associados com o processamento e apresentacao de antigenos e ativacdo de células T.

Os mondcitos ndo-classicos representam 10% de mondcitos humanos, produzem TNF,
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em resposta ao LPS in vitro e expressam genes associados ao rearranjo do citoesqueleto,
exibindo um comportamento de "patrulheiro™ in vivo (WONG e cols, 2011; WONG e
cols, 2012). Expansdo dos mondcitos intermediarios e ndo-classicos na tuberculose,
hepatite B, hepatite C, HIV e Dengue (ZHANG e cols, 2011; RODRIGUEZ-MUNOZ e
cols, 2011; HAN e cols, 2009; AZEREDO e cols, 2010). O papel destes subgrupos de

mondcitos na leishmaniose ainda ndo foi esclarecido.

Figura 3. Subgrupos de mondcitos baseados na expressao de CD14 e CD16 (cléssicos,

intermediarios e ndo-classicos) por citometria de fluxo.
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2.3 IMUNOTERAPIA NA LEISHMANIOSE CUTANEA

H& mais de meio século, a terapéutica anti-leishmaniose utilizada sdo o0s
antimoniais pentavalentes, com a utilizacdo diaria de injecdes em um periodo de 20
dias, para tratar as formas cutaneas e disseminadas. Embora com o tratamento
adequado, ainda € frequente a ocorréncia de reacBes colaterais, recidivas e/ou
comprometimento de mucosas, ocorrendo em cerca de 2% nos pacientes tratados e em
quase 10% nos casos ndo tratados (BRASIL, 2000). O uso de drogas mais eficazes e
menos tdxicas é limitada porque o custo total do tratamento é muito alto e ha receio de
desenvolvimento de resisténcia as drogas. O entendimento sobre o equilibrio entre a
resposta imune protetora Thl anti-Leishmania e a regulacdo dessa resposta, como
observado em individuos subclinicos pode contribuir para novas estratégias de controle
e prevencdo da LTA. A associacdo de um imunomodulador a terapia convencional pode

resultar em profilaxia e/ou cura terapéutica da doenca.

Recentemente, ensaios clinicos randomizados, duplo-cegos, placebo controlado
tém demonstrado a importancia do uso de imunomodulador na cura rapida da lesdo e na
reducdo dos efeitos colaterais causados pelo antimonio. O rhGM-CSF, uma
glicoproteina que atua na inducdo de colbnias de granulécitos e/ou macrofagos, pode
alterar a resposta imune a Leishmania. O GM-CSF, in vitro, aumenta a ativacdo de
macrofagos, atividade microbicida, cicatrizacdo e cura da lesdo (HO e cols, 1990;
LIESCHKE e BURGUESS, 1992; JONES, 1993). Um estudo realizado com dez
pacientes com leishmaniose cuténea residentes na area endémica de Corte de Pedra,
utilizando injecBes intralesionais de rhGM-CSF, associado a terapia convencional
antimonial, resultou em reducao significativa no tempo de cura em mais de 50% (até 40
dias) quando comparado com o0s pacientes tratados com antimonial e placebo
(ALMEIDA e cols, 1999). Esse tratamento levou a um aumento significante da
producdo de IL-10 por CMSP comparado ao grupo que sé fez uso do antimonial. Em
outro estudo desse grupo, Santos e cols (2004) avaliaram o efeito da associacdo do uso
do antimonial ao rhGM-CSF tdpico, com aplicacdo de trés vezes por semana durante
trés semanas, no tratamento de pacientes com LC comparando com o tratamento com
antimonial e placebo. Foi observada uma reducao significativa do tempo de cicatrizacao
na LC ap6s um ano de acompanhamento, em relacdo ao grupo placebo, sem efeitos

colaterais e sem recidiva da doenca.
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Outro imunomodulador da resposta imune, o imiquimod, tem sido descrito por
ser um modificador da resposta imune local, onde em um estudo de 1999, mostrou ser
um tratamento eficaz em modelo experimental de leishmaniose (BUATES e
MATLASHEWSKI, 1999). Imiquimod estimula a resposta Thl, aumentando a
producdo de TNF, IFN-y e IL-12 (KAPSENBERG, 2003), estimula também a producao
de 6xido nitrico pelo macréfago, reduzindo o nimero de parasitos, in vitro. Em ensaio
clinico randomizado, duplo-cego, realizado em 40 pacientes infectados pela L.
peruviana ou L. braziliensis, residentes das regides endémicas dos Andes peruanos e da
selva peruana, os pacientes foram divididos em dois grupos para avaliar a eficacia da
combinacdo de imiquinod em 5% em uso tépico e antimonial pentavalente comparada
ao uso de antimonial isolado durante vinte dias no tratamento da LC. O nimero de
pacientes que alcangou a cura clinica até o terceiro més apds o tratamento, foi maior no
grupo tratado com imiquimod e antimonial, ndo sendo observado em seis e doze meses
apds o tratamento (MIRANDA-VERASTEGUI e cols, 2005). Esses estudos sugerem
que combinagBes terapéuticas com imunomoduladores tém vantagens sobre a

terapéutica classica nao associada.

Estudos recentes vém demonstrando que infec¢do pelo parasito S. mansoni ou
uso dos produtos do mesmo, pode prevenir o processo inflamatorio em doencas
mediadas pela resposta Thl e ativacdo macrofagica. Uma vez identificados, antigenos
de S. mansoni com a capacidade de prevenir a producdo de mediadores da inflamacao
pelos monocitos/macrofagos, poderdo ser produzidos e testados quanto a seguranca e
eficdcia na prevencdo ou tratamento das doencas mediadas pela exacerbacgéo da resposta

imune, a exemplo da leishmaniose cutanea.

2.4 RESPOSTA IMUNE NA INFECCAO PELO S. MANSONI

A esquistossomose mansbnica € uma doenca infecciosa parasitaria, causada por
um trematddeo (Schistosoma mansoni) da familia Schistosomatidae, cuja evolucéo
clinica pode variar desde formas assintomaticas até as formas graves. A
esquistossomose humana pode ser causada por cinco diferentes espécies de trematddeos

digenéticos: Schistosoma haematobium, S. intercalatum, S. japonicum, S. mansoni e S.
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mekongi, sendo o S. mansoni, a espécie responsavel pela infeccdo no Brasil (NEVES,
2011).

Estima-se que pelo menos 200 milhdes de pessoas em todo 0 mundo estejam
infectadas pelo Schistosoma, e outras 600 milhGes estejam sob o risco de infec¢do por
uma das cinco espécies que infectam o homem (WHO/TDR, 2002). Apesar de uma das
seis principais regides de transmissdo da esquistossomose estar localizada na Africa
Subsaariana, com 85% do total dos casos de esquistossomose mundial (CHITSULO e
cols, 2000), o Brasil, e principalmente a Bahia, possui transmissdo elevada de
Schistosoma (CARMO, 1999).

A infeccdo ocorre quando a cercéria, liberada pelo hospedeiro intermediario
(Biomphalaria), penetra na pele do hospedeiro humano durante o contato com a agua
contaminada. Uma vez no interior desse hospedeiro, a cercaria evolui para
esquistossdmulo, migra para a regido da veia porta do figado, onde amadurecem até
vermes adultos e, estes migram para 0s ramos terminais da veia mesentérica inferior,
principalmente na altura da parede intestinal do plexo hemorroidario, onde se acasalam

e, as fémeas iniciam a ovoposicao (NEVES, 2011).

S&@o reconhecidas duas formas clinicas nos individuos infectados pelo S.
mansoni, a forma aguda e a crbnica, com diferentes respostas imunoldgicas no
hospedeiro, e distintas manifestacdes clinicas. A esquistossomose aguda tem sido
descrita como uma sindrome toxémica, que ocorre antes do aparecimento dos ovos nas
fezes e surge geralmente entre 6 a 8 semanas apos a infeccdo e estd associada a
passagem dos esquistossémulos pelos pulmbes (LAMBERTUCCI, 1993; RABELLO e
cols, 1997; DE JESUS e cols, 2002). Esta forma da esquistossomose € mais comum em
individuos que nao residem em areas endémicas, sugerindo que ocorre algum tipo de
modulacdo na resposta de individuos que estdo em constante exposicdo ao S. mansoni.
A fase aguda cursa com uma marcante resposta pro-inflamatéria, predominando a
resposta do tipo T auxiliar 1 (Thl), sendo demonstrados altos niveis de TNF no plasma
e, ap6s o estimulo das células mononucleares de sangue periférico in vitro com
antigenos do parasito, observa-se elevada produgdo de TNF, IL-1 e IL-6, além de IFN-y
(DE JESUS e cols, 2002).

Na esquistossomose, embora o desenvolvimento de uma resposta Thl e Thl7
seja observado na infecgdo aguda pelo S. mansoni, em modelo murino, eles rapidamente

declinam e sdo substituidos por uma resposta Th2, capaz de regular, juntamente com IL-
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10, a producdo e as funcdes efetoras dos mediadores liberados na fase aguda da doenca
(MONTENEGRO e cols, 1999). Essa rapida mudanca € inicialmente benéfica para o
hospedeiro, mas o aparecimento e persisténcia da resposta Th2 podem contribuir na
evolugdo para a fibrose hepéatica (WYNN, 2007). Esta mudanga no padrdo de resposta
tem sido relacionada a producao de IL-4 e IL-10 induzidas por antigenos do ovo do
parasito (SHER e cols, 1991; BRUNET e cols, 1997; MONTENEGRO e cols, 1999;
VAN DER KLELJ e cols, 2002; SILVEIRA e cols, 2004). As células regulatorias e 0s
macréfagos tém sido implicados como as principais fontes produtoras de IL-10 neste
processo de modulacdo e estdo associados a modulacdo da resposta imune do tipo Th2
da fase cronica e prevengdo da fibrose na esquistossomose (HESSE e cols, 2004;
MCKEE e PEARCE 2004, HOFFMANN e cols, 2000; PEARCE E MACDONALD,
2002; BOOTH e cols, 2004) (Figura 4).

Figura 4: Resposta imune na esquistossomose
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Em individuos cronicamente infectados pelo Schistosoma, que vivem em area

endémica, ndo se observam fendmenos de anafilaxia, apesar de elevada producéo de IgE
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e da presenca de mastocitos e eosinéfilos, possivelmente isso se decorre também da
presenca de IL-10 e células regulatorias.

Tem sido demonstrado que a infecgdo por helmintos ou mesmo a estimulagéo
com antigenos oriundos destes parasitos tém o potencial de modular as respostas
mediadas pela ativacdo de células do tipo Thl e Th2, em atenuar as doencas
autoimunes, doencas inflamatorias crbnicas e doencas alérgicas. Isso porque 0s
antigenos de S. mansoni sdo capazes de induzir a producdo de IL- 10 (CORREA-
OLIVEIRA e cols, 1998; VELUPILLAI e cols, 2000; VAN DER KLEIJ e cols, 2002;
PACIFICO e cols, 2006).

2.5 MODULACAO DA RESPOSTA IMUNE POR SCHISTOSOMA MANSONI NAS
DOENCAS ALERGICAS

Estudos realizados no Servico de Imunologia (SIM) da Universidade Federal da
Bahia (UFBA) tém demonstrado que, em individuos infectados com alta carga
parasitaria de S. mansoni, residentes em uma area endémica na Bahia, apresentavam
uma menor prevaléncia de positividade aos testes cutaneos de alergia quando
comparados com individuos néo infectados ou infectados com baixa carga e residentes
na mesma area (ARAUJO e cols, 2004). A gravidade da asma em individuos residentes
nesta regido foi também avaliada em um estudo prospectivo com duracdo de um ano e
foi observado que individuos residentes na area endémica para S. mansoni, a asma foi
menos grave comparando-se com asmaticos ndo infectados residentes em uma area rural
e uma area urbana com as mesmas condi¢fes socio-econémicas (MEDEIROS e cols,
2003). Corroborando com estes dados, em estudo realizado na area endémica para S.
mansoni no municipio do Conde-Bahia, Araujo e cols (2004), demonstraram que
individuos infectados pelo S. mansoni apresentavam formas leves da asma e que, apds o
tratamento com anti-helminticos, houve uma piora nas manifestacdes clinicas da

doenca.

Diante destes resultados, foram estudados os mecanismos envolvidos na
modulacdo da resposta imune em asmaticos infectados por S. mansoni. Quando
comparadas culturas de células de individuos asmaticos infectados pelo S. mansoni

estimuladas com o antigeno 1 do principal acaro na nossa regido, o Dermatophagoides
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pteronyssinus (Der pl) com asmaticos ndo infectados provenientes do Ambulatério de
Alergia do HUPES-UFBA, foi observado que a producéo de citocinas do tipo Th2, IL-4
e IL-5, por células dos asmaticos infectados, foi significativamente menor do que o
encontrado nos asmaticos ndo infectados. Por outro lado, a producédo de IL-10 foi
elevada nos asmaticos infectados e muito baixa ou ausente nos ndo infectados
(ARAUJO e cols, 2004). Além disso, houve uma associacao positiva entre a producéo
de IL-10 especifica para o Der p1 e o nimero de ovos de S. mansoni por grama de fezes.
O papel da IL-10, na regulacdo da resposta imune de individuos asmaticos parasitados
por helmintos, foi avaliado através da adi¢do desta citocina as culturas de células
mononucleares de sangue periférico de asmaticos ndo infectados por helmintos. Estes
individuos normalmente produzem baixos niveis de IL-10 especificos para Der p1, e a
presenca desta citocina nas culturas resultou na modulacdo da producdo de IL-5
especifica para o alérgeno.

A 1L-10 é capaz de promover uma diminui¢do da liberagdo de histamina e de
outros mediadores pelos mastocitos (ROYER e cols, 2001) e de inibir a producdo de
citocinas Th2 envolvidas na patogénese da asma (ARAUJO e cols, 2004), e
considerando que a resposta imune a antigenos de S. mansoni leva a producéo de IL-10,
é possivel que antigenos de S. mansoni, devido a estimulacdo de grande producdo desta
citocina, sejam capazes de modular a resposta inflamatoria ndo apenas em resposta a
alérgenos na asma, mas também em doencas humanas mediadas pela resposta do tipo
Thl.

Uma vez identificados antigenos do S. mansoni com a capacidade de prevenir a
producdo de mediadores da inflamacéo, eles poderdo ser produzidos e testados quanto a
seguranca e eficAcia na prevencdo ou tratamento das doencas mediadas pela

exacerbacdo da resposta imune.

2.6 MODULACAO DA RESPOSTA IMUNE POR SCHISTOSOMA MANSONI NAS
DOENCAS AUTOIMUNES

Existem evidéncias na literatura de que a infeccdo pelo Schistosoma mansoni ou
produto do parasito modulam a resposta imune do tipo Th2 associado as alergias, e

também a resposta inflamatdria do tipo Thl, envolvida na patogénese das doencas
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autoimunes. A patogénese da maioria das doencas autoimunes envolve a produgédo de
IFN-y e TNF, enquanto que a infec¢do cronica pelo S. mansoni induz as respostas do
tipo Th2 e regulatoria, a exemplo da producédo de IL-10. A 1L-10, descrita em 1989, por
FIORENTINO e cols, é uma citocina produzida por mondécitos/macréfagos, células Th2
(DEL PRETE e cols, 1993) e pelas células T regulatérias recentemente descritas
(READ e POWRIE, 2001). Devido a capacidade modulatoria da IL-10 e desta citocina
ser produzida durante a infeccéo cronica pelo S. mansoni, tem sido estudado o papel da
infeccdo por esse helminto ou produtos do mesmo, na prevencdo de doencas

autoimunes.

Em modelo murino, foi observado que a infec¢do pelo S. mansoni ou a injecéo
do ovo do parasito, ou ainda a injecdo do extrato do verme adulto previne o
aparecimento de diabetes insulino-dependente em camundongos NOD (COOKE e cols,
1999). Desde que o diabetes insulino-dependente é mediado pela resposta imune do tipo
Th1 contra antigenos das células beta-pancreéticas, é possivel que a inducdo de IL-10 e
das células regulatorias pelo S. mansoni modulem essa resposta exacerbada. De fato,
células T de camundongos NOD infectados pelo S. mansoni produzem IL-10 apds re-

estimulacdo in vitro por antigenos de S. mansoni (ZACCONE e cols, 2002).

A infeccdo pelo S. mansoni também atenua a leséo tecidual e as manifestacdes
clinicas de outras doencas autoimunes, a exemplo de encefalomielite experimental
autoimune, doenca que se assemelha a esclerose maltipla humana (LA FLAMME e
cols, 2003; SEWELL e cols, 2003), colite induzida pelo TNBS em camundongos
(MOREELS e cols, 2004), artrite reumatéide “like” (ELLIOTT e cols, 2003) e psoriase
em camundongo (ATOCHINA e HARN, 2006).

Um estudo realizado com células de pacientes com esclerose maltipla mostrou
que antigenos do ovo de S. mansoni (SEA) e agonistas de TLR2 podem modular vias
intracelulares para suprimir a producdo de IL-12, IL-6, IL-1 e TNF por células
dendriticas (DCs) e aumentar producdo de TGF-$ e IL-10 por ambas DCs e células B
(CORREALE e FAREZ, 2009). Portanto, esses estudos indicam que moléculas de S.
mansoni exercem efeitos regulatérios potentes, demonstrado em estudos em modelo

murino e em células de humanos nas doengas autoimunes.
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2.7 PAPEL DOS ANTIGENOS RECOMBINANTES NA IMUNOMODULACAO
PELO SCHISTOSOMA MANSONI

Antigenos de S. mansoni tém sido testados em modelo experimental e in vitro
quanto a capacidade de prevenir a infeccdo pelo Schistosoma spp. € 0s mecanismos
patogénicos induzidos por este parasito. As proteinas recombinantes Sm29 e SmTSP-2
e o0 antigeno bruto derivado do verme adulto (SWAP), o PIlI, por exemplo, tém sido
avaliados quanto ao potencial protetor na infeccdo pelo S. mansoni e na reducdo da
patologia associada a infec¢do por este parasito, a exemplo da modulagdo do granuloma
(GUSTAVSON e cols, 2002; ZOUAIN e cols, 2004; PACIFICO e cols, 2006).

Estes antigenos tém sido descritos por estarem presentes no tegumento do verme
adulto do Schistosoma spp. e, possivelmente, estdo envolvidos na supressao do sistema
imune pelo parasito, favorecendo a sobrevivéncia do mesmo no hospedeiro. A analise
de microscopia confocal mostrou que a Sm29 é expressa de forma abundante no
tegumento do verme adulto e esquistossomulos e a fémea também possui a proteina em
tecidos internos do parasito (CARDOSO e cols, 2006a; 2008a). Assim como Sm29,
SmTSP-2 também é encontrada no tegumento de Schistosoma (BRASCHI e cols, 2006;
BRASCHI e WILSON, 2006).

Em modelo experimental, estudos com o antigeno P11, tém mostrado associacao
deste antigeno com modulacdo da formacéo do granuloma através da inducgéo de IL-10
(ZOUAIN e cols, 2000). QOutro estudo realizado, avaliando a regulacdo do granuloma
por esse mesmo antigeno, demonstrou diminuicdo da proliferacdo celular in vitro,
aumento da producio de 1L-10, diminuicdo da frequéncia de células CD4'CD28" e
aumento de CD8" expressando a molécula inibitéria CTLA-4 (ZOUAIN e cols, 2004).

Recentemente, trabalho publicado por nosso grupo de pesquisa do SIM,
utilizando um modelo murino de asma, observou que a imuniza¢do com os antigenos de
S. mansoni Sm22.6, PIlIl e Sm29 resultou na reducdo no namero de células totais e
eosindfilos no BAL (lavado bronquio-alveolar) e nos niveis de IgE especifica para OVA
(ovalbumina), comparados aos camundongos ndo imunizados. Adicionalmente, o0s
niveis de IL-4 e IL-5 no BAL dos camundongos imunizados com PIIl e Sm22.6 foram
diminuidos, enquanto que os niveis de IL-10 foram maiores em camundongos
imunizados com Sm22.6. A frequéncia de células TCD4 Foxp3™ foi maior no grupo de

camundongos que receberam Sm22.6, Sm29 e PIIl e um aumento na frequéncia de



34

células TCD4" expressando 1L-10 apenas em camundongos imunizados com Sm22.6
(CARDOSO e cols, 2010). Em outro estudo, as células CD4°CD25" e CD14" de
individuos asmaéticos ndo infectados, apds adicdo dos antigenos de S. mansoni Sm22.6,
Sm29 e PIII as culturas, foram as principais fontes de IL-10 (CARDOSO e cols, 2012).
Esses resultados tém ajudado no entendimento dos mecanismos pelos quais S. mansoni
pode interferir na resposta especifica para aeroalérgenos e, apontam a IL-10 como uma

citocina envolvida nestes mecanismos.
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3. HIPOTESE

Antigenos do S. mansoni rSm29, rSmTSP-2 e PIII, por induzir células e citocinas
regulatérias, modificam o perfil de mondcitos e o grau de ativacdo destas células na

leishmaniose cutanea.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da adi¢do dos antigenos de S. mansoni rSm29, rSmTSP-2 e PIII sobre
a resposta imune induzida pelo antigeno de Leishmania (SLA), em células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com leishmaniose cuténea, quanto a
expressdo de citocinas e moléculas de superficie pelos monocitos e linfocitos destes

pacientes.

4.2 Objetivos Especificos

1. Auvaliar a producéo das citocinas IFN-y, TNF, IL-10 e IL-5 em sobrenadante de
culturas de CMSP de pacientes com LC, estimuladas com SLA, na presenca ou

auséncia dos antigenos rSm29, rSmTSP-2 e PIII.

2. Determinar a frequéncia de subtipos de linfocitos (TCD4", TCD8" e Treg) e
monacitos (classicos, intermediarios e nao-classicos) nas culturas de CMSP de
pacientes com LC, estimuladas com SLA na presenca ou auséncia dos antigenos
rSm29, rSmTSP-2 e PlII.

3. Avaliar a expressdo de moléculas co-estimulatérias em linfocitos TCD4™ e
TCD8" e em mondcitos (classicos, intermediarios e ndo-classicos) nas culturas
de CMSP de pacientes com LC, estimuladas com SLA na presenca ou auséncia
dos antigenos rSm29, rSmTSP-2 e PIII.
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5. RESULTADOS

Esta tese é baseada nos seguintes artigos, os quais serdo referidos pelos seus numerais

romanos.

Bafica AM, Cardoso LS, Oliveira SC, Loukas A, Varela GT, Oliveira RR,
BACELLAR O, Carvalho EM, Araujo MI. Schistosoma mansoni antigens
alter the cytokine response in vitro during cutaneous leishmaniasis. Mem
Inst Oswaldo Cruz. 106 (7): 856-63, 2011.

Bafica AM, Cardoso LS, Oliveira SC, Loukas A, Goes A, Oliveira RR,
Carvalho EM, Araujo MI. Changes in T-cell and monocyte phenotypes in
vitro by Schistosoma mansoni antigens in cutaneous leishmaniasis patients.
Journal of Parasitology Research. Artigo aceito 8/10/2012.
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ARTIGO I
Revista: Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 106(7): 856-863, Nov. 2011

Schistosoma mansoni antigens alter the cytokine response in vitro during cutaneous
leishmaniasis

Aline Michelle Barbosa Bafica'*, Luciana Santos Cardoso*?, Sérgio Costa Oliveira®,
Alex Loukas®, Giuseppe Tittoni Varela®, Ricardo Riccio Oliveira’, Olivia Bacellar*?,
Edgar Marcelino Carvalho*®, Maria llma Aratjo*>®

Antigenos de Schistosoma mansoni alteram a resposta de citocinas durante a
leishmaniose cuténea in vitro

Resumo

Infecg@o por Schistosoma mansoni ou produtos do parasito séo capazes de modular a
resposta inflamatoria do tipo Thl associada as doengas autoimunes. Neste estudo,
avaliamos a possibilidade de antigenos do S. mansoni alterar a resposta imune induzida
pelo antigeno soltvel de Leishmania (SLA) em pacientes com leishmaniose cutanea
(LC). As citocinas foram medidas a partir dos sobrenadantes de culturas de células
mononucleares do sangue periférico estimuladas com SLA na presenca ou na auséncia
de antigenos recombinantes do S. mansoni Sm29 e SmTSP-2 e do PIII. A adi¢do dos
antigenos do S. mansoni as culturas resultou na reducédo dos niveis de interferon-gama
(IFN-y) em 37-50% dos pacientes. Embora, em menor grau, os antigenos também foram
capazes de diminuir a producéo do fator de necrose tumoral (TNF). Nés comparamos 0s
pacientes que tiveram ou ndo reducdo na producdo de IFN-y e TNF em culturas
estimuladas com SLA, pela presenca dos antigenos do S. mansoni. N&o houve diferenca
significativa no nimero e tamanho das lesGes e nem nos niveis basais de IFN-y e TNF, e
também ndo observamos diferencas entre os grupos em relacdo aos niveis de 1L-10 e IL-
5 em resposta aos antigenos do S. mansoni. Os antigenos utilizados no presente estudo
modularam a resposta pro-inflamatdria in vitro induzida pelo SLA em um grupo de

pacientes com LC através de um mecanismo ainda ndo bem definido.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea. Antigenos de S. mansoni. rSm29. rSmTSP-2.
PIII.
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Schistosoma mansoni antigens alter the cytokine response
in vitro during cutaneous leishmaniasis

Afine Michelle Barbosa Bafica'/”, Luciana Santos Cardoso', Sergio Costa Oliveira®,
Alex Loukas®, Giuseppe Titoni Varely', Ricardo Riccio Oliveira’, Olrvia Bacellars,
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peiml, reapectively) (Fig. 1D-F).
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R m b presesce or sbessce of Sobinsasemy monsse eokigers: Sm¥ (40, SmTEF2 (Bjasd FIIT (C) Levels of misrbaken (11 -6 ared
IL.-4 12 culberes wtimeleied with 814 fa the preserer: or sheerer of £, savsoar snigens Sm 20 |18, SalTHP-2(E) asd FITHF). Cyiokise were
menmred usng szryme Enked irmerssecbesi wsmy smedwich ieckniqoe. Axiensk mesrs p o0 D00, SLA v S1A # S0 (Wikkeam

T EEEER TH R = H

Additonally, we assesved I1.-5 prodection and fomnd
oo significant differencos betweon tho mxean levals of this

cytokine datected in the of PAMC caltumes
stimmilated with SLA alons =EEM =664=23pg/
ml} or SLA ples & mansoni ram, SRR}

amed PIIT (525 = ﬂ]pg.'ml-.iﬁ'."i!ﬂﬁp;‘ml.a.nd.ﬁi?
iH"rp-g;-':nL,mqm-:-h:L Qg ID-FL
Mﬁhﬁﬁﬂ%ﬂ who pre-
;mﬂ.wrﬂ:.rudn.:qdlmﬂ&nfm{-fmim-umim-
creased kevels of IL-10 and IT-5 whan Sm28, SaTER-2
and FIII were added w0 the colures stinmisted with
SLA The fequancy of ndividuals with reduced
2 3 rusmlt of the presemce of Sm?8, SmTER-2
and P ware 40 8%, 36.58% and 507, mupectivaly. Fa-
dnction in THE-o kevals was Soemd in 15.6%., 26.3% and
273% of CL patients whan Sm, SmTSP-1 and FII
wars added to the FEMC mitmes stiemisted with 514
The addition of Sp, EpTSP-2 and PITT to the calinre
mesuind in increaved lewels of IL-M) = S84%, 526%
and 47.9% of patients, respectivaly. AddiSonalthy, lewels
of IL-5 wane increased in X%, 158% and 26.3% of pa-
tiants whem Sm2% EmTEP-2 and FIIT were added o the
cature: stiemistod with SLA.
Patiomts that showsd varying kevels of oytekine pro-
dnciiom the addition of the 5. mansom!
m'ﬂnruthnmﬂhqrhmhtndmﬂlﬂdmh'ﬂnrm

ambysed
inderidually. The kvels (mean = SEM) of IFN-y, THF-z,

IOI-0 and -5 in the sopernatents of PHMC coliures
stinmelytod with 514 in the prossace or stwencs of SmM,
ET5P-1 and PITL arg shown in Fig. 2. The pwan kewls of
Mftﬁ;.lﬂimm:hﬁd&nmﬁlﬁiuﬂmﬂm
1083 = M03 pg/ml (T97% o 1,730 3HT
p=ml (577 meduction) and o 2,509 = 1357 pg'ml.
Ejlﬁmhﬁhm] in the presemce of Sm2Y, SpTEP-2 amd
xly, comspared to LA alone (p = 007
The lnuls of THF-0 (Fiz 15) dropped fom 2,050
= 2108 pg/ml. in PHMC colterss stiembxied with SLA
h?ﬂ?iﬁlmﬂﬁqﬁmnﬁnn}.lmiﬁﬂ.t
ml. '-“'."'h:rn-ﬂ:rtu:u:,'ll:nd.l-1-ll 'l
Sl im tha EI:.E:::TE-E HIII.
mespectvaly. O the uﬂ:whan:l,ﬂn]-n-:d.i of IL-13 (Fag.
20) morexeed fom 1368 = 46598836 = 24 pg'ml.
ﬁﬂhmafhraiiﬂmuf&mﬁb:lﬂﬂi?TS
peml (Fi% nreass in msponse o SeTERT) and to
2167 = 779 pgaml (38 % increase in responss to PIT)
{p=0.07). There was alvo an incmaes in the levgls of TL-5
from 1074 & 30-1773 £ 629 priml. (55% increass) to
1547 = 71.2 pg'ml {24 momase) and to 301 = 167 pg
ml {180% imcreass) whan Sm™, -2 and PIIT wears
added to the climrss, mapectivaly (p = 007 (Fg 200
Comalations betarean the levels of the pro-inflammnes-
tary oybokines and THF-0 with the amti-inflam-
mlmnTuhm:]lrlﬂmﬂ.llajma.nal_'.wiﬂu:n
WA 2 posdtive correlation betanan the levels of THF-a
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rrorecienr clle {PREMC ) mpermsianis of cabrecws s
oz md whmemes of the Sotinimasa mansni sstigens Sn 1, Sl

samumdal wril L

{5 | tm wekrns o e pres-

=d [ Cyickines wore memmeed ussg arepree [mbed e arbesd

ek Tha ligures represent e moes & sesderd devistion of cyinkone keves wha 1 with
e bovds off [P~y mmd THF-0end tecresmnd kevcl of T1- 10 aned 0148 when £ monusony enfigezs wiot ackiesd s b el e Ascrnak memap © I:IC!-
S v LA+ 5 mamson snbigans i Wik mon swichod pers el (L peraniage of redsction in ndicslod. nod bo e ssicrak |

and [L-5 whan Spa2% 7 = 0.5 p=0.004) and STSP? {r=
0% p = 0.00F) were added to the colmma. Mo

correlation was ohsarved bemwman kamls of -y and
IL-5 or IFH-y and TL-101. -t was mo coms-
Lrtinn botwnan the kewels of THEF-n and IT-10 when e £

mreroe arvipens wars added to tha cuthores (zof shears)
In crder to ovaluae if the severity of leisbmamia,

mexsered by memhar and wine ufhu.l:m., txderferes with
tho rewpomse oS mansond antigens in vitrn, we

anlnqm'l. :I:'[:L]:-lﬁu\uhnpmmhd.-:c i

:-:u'l:l:.'u;h:rﬂ:mn q:n-:l:ﬁn-ﬂ.[unmntnn a'lﬂu]l,]Ilj Pa-
tiants whose levels of IFMN-y ware mnafiood by the ad-
ditiom of SmiTSP-1 to the culterss kad smallsr lesion sim
compared to patients who had redeced kel of IFN-y (p
= [(105) (Table IT). Thare was oo sgmificant diffrnce n
other axsened clinical nch as mmsbear of ke-
sions and membar of penteralent antimeony Sted coursas,
hurmﬂnmtwu mmmﬂm..‘i‘ L TE ]

Additicnally, mmmmmmﬂ:
:I:'IFH and THF-z or not wion £ mansor antguns
aidmhm:mmmﬂmm

levals of IL-10 and IT-5. Patients with reduced IFN-y
pﬁirﬁnn.a:lmmhufﬂntﬂjﬁm.uf.?mumuﬁ-
gans and those in whom IFN Wi
mm :ttrpmuhn
displayed increased lnwls of IL-10 2xd IL-¥ in respanse
o 5. mansanl antigens (p o= 0.
SRty |
wls of [L-10 and IT.-5 whan the £ mansom! antigens
ware added to the culheres did ot differ betwsan the
group of patients. whe aithar had 2 rednction m THF-2
production or not in the presance of 5. mansow! ant-
gams (p = 005) (Tahla
Fimally, we comparsd the levals of [FM-y and THE-2
inme to ELA berwman the of who
hﬂmﬂnﬁdmmmiﬂnﬂnﬂm ﬂn-miciim-:mt'
& mansond to the culfumes and those whe did not have
mednced cytoking Tha levals of THE-1 wers
uimnilar batwesn groups (p = 0.0%) (Tahls IT). Howevar,
'H:nln'l.'uh.-:d'IF.I‘-l' ware higher in pateats who had -
in mespomse o PII {6,044 =
ﬁ?"ﬁpg:ijamuqnmib:ﬂmwdmdﬂmthm
reduced production of when PII was added to
'H:nrn}m[l.]?ﬁil.ﬁﬁp;'ml..p—l}ﬂﬁ
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DIECUESEION

Tha precwant stady mahried the ahility of 5. ool
axtfiger bo dowzr-mwdulate the infhrematory responsa
tr SLA im PEMC of CL pationts. W shooad that the
addition of the £ mansoni aotgens, Sml0, SmTSR-2
amd PIIT, to PEMC cekmres of patients infected with L
broxilennts stimvelted with SLA redoced IFN-y and
THF-o; carsemaby, thewe calls prodeced inrmeased levals
of IL-1 25 secm ina comsddaraibls Timber of patiemts.

Tham is svidencs that Snkirmsoma spp Infection or
mpudnrr:]:u'ctactlpmstﬂuhihpmﬂtdrh_-mr
dizied dissases in bumans and mice (Arago et al 2000,
2004, Modeivos at 2l 2003, 2004, Pacifico et 2. 2009).
Moremsr, in erperimantal sindies, it has besn thoum
that 5 muansow infecton or it Tte produocts ane abis
h:rl.’i:lmrmuth.la'hﬂ:uThl respomne tha

nqilmdmmﬁm-hﬂwt.iﬂal
type-l dizteius, and psorizds (Coom
ot 2l 1999, Soumll ot al. 2008, Atocking & Harm 3108

Chir groep bos parformed shadies in an attaospt o
idedify §. wamerowl antigens with regalatory propertis:
kot anzkle theam to inflammation
m.:-u-nm-ﬂ.m:r mmwmuhﬁ-tm:
For instancs, mmﬂlm-:-:hl: of (A -indnced
mthea e Imy of Sm22 6, PIIT or Sm? antigens
resalied im a s in Thl-inflavmatory madixbors
imrenhued with dissass pathology (Cardoso ot al 20107

Ddechamioms endarhying this mxodulation appear toin-

induced try 5. wazrenow! or thair
megnhm-_r it has d:nnh:lrwﬂ:mu:hmt
5 mum-ﬂm.ﬁnhnn,mn.ﬂmm:dkT:dLudT
mﬂimd:-hhp‘@in:ﬁﬂré%mnlal

, Hasse ot al 2004, Oifvairs ot 2l 2009).

& ks bean depsonsiraied that & mansoni phocpia-
tidilsering (PE) has the abiity to stiomlaie o

ing calls from natve individuals to produce IT-
Tioll-lilkee: recepbor-2 somuiation which promotes T-regu-

call maturation {wn dar .Lntal.!l}l.‘.'l'] oo~
e, it ko besan demonsiraied thed OIS ST
to the Sckirnanoma hoemeapabian Toll-Hke ligand antizen,
Eyso-FE, msults in the prodncion of IL-10 by celk of te
Mzt Imomme in mon-nfeced chikdrn (v der
Eclaj of 2l 3004F). Thds suggests that thers ame molecalar
pattems associaied with balminth that are nehed in the
doazr-regnlation of the Imemng responsa.

Tham i evidencs that an sxacerbaied Thl ime=mo
responss with high prodnction of IFN-y and THF-z, a5
wall a lack of my 15 associzied with k-
Kion mﬁﬂﬂmﬂh&hﬂm insin, A
reciawed by Ribeiro-de-Josus et al. (2008). On the othar
hamd, thase cytokings 2w fundameatal o pamasite kill-
ing (Liswr et 2l. 199, IL-19, on the othar hand, ix ahbio
o copirel the Th] izflenmaiory msponsa,
despdie date that show & could be respomdble for pana-
sibe mmaintmancs at al. 20 An ihmate
mmpmw%ﬂnkm 1u]:|| ]:a.nnlﬂqmsj-:hmt-
pl:mu:n:rulm.:]:.:p.

Smdies of with concurment infections of L
tramiiiensls and a helmind infcton heve shown tha

thase patems tund fo pessat with wmaller nloars than

for the Lesiom fo beal was Tﬂ:.i.l:nﬂ:ld:_u‘l:hﬂ:hi.nnu—
infected pationts (0Meal atal 2007). The authors povt-
|w that thase efbcts ame doe 1o sironger ThiZ-immmme
response indeced by the helminth infuction, which ad-
wenaly affects the Thl imemee muspomse, which com-
mM1hh:ﬁagﬁrtJnrmmnm;p.imﬁrﬁm
, amothar wudy demoznirated that sardhy tro-
dnction of anti-helmintiic therapy did not izsprove: clini-
tal mocomnes in patiants co-infected with halrdinths and
1. brazifionsiy watal 2000
Tha antigess msed in this stedy wems salected be-
tansa they 2w secretud by the sapshrans and‘'or tegn-
mand of the 5 mansoni adnlt worm. Protns seoeied
or kocalised om the mrface of Schistasoma which
2w In Infimaie comact with bost tssmes, can be more
effecthe ot Tiggering imomnoregulasory processes
i ot 2l 10}, Cher Inpothesis is that thase am-
t.;q.n.':-m_'rndm:ﬁ Thl maponse by 3 mechanism

I:i-l.]lmﬂ.l::.’t-:hﬂ-l. ruther than 3
:]:.l.ﬂmm:'l.'ﬁf

El.tl:-nﬂ:nmuLm:hd.}u'-:-iItlqu]]'. l[lm{ll:ﬂu-
callar et 2l 20H1Z), the wie of 3. mansoni
ble of indnicmg -lﬂprndnrhnn:hn'u.l.ﬂ.bn l:ru:ﬂ.Ett-

theve patemnts. Chor show that the & el
antipens., BoTSP-2 and wern ahie to Tedncs IFN-y
lnil'HF-nFnth.rhm.Hmml:'H:mu-mnntlluEn
increavs in the levels of IL-10 Thesa revults suggent that
IL-10 producticn & oot the coly mechasiom mmroimed
in dosm-modnlation of the iflanmaiory mepoms io
Lefshmania infochion

IFN-y and THF-a to dalay the inxfoction, the modnla-
ticm of these cytokines at the site of the lasiom

to be 2 mtional simdery to limit e local smacarbeied
1T NG TeSPOnE.

In the comnunticnal teatment with S thare & a
prolonged bealing time of threa-frer pvonths . Thas treat-
mexnt has verious wides effecs inchnding rl:l:l'll‘hhui.l.'i'l.'-l'
sxryme atmormmalities and cardiac arthythesdia (Barmam
1597). The associaton of imsmenemodelaion, sech
pamlcryinmaguphege colooy stmmlating facor lo-
rﬂ]ljrq:phuia:a.d;mﬂmq:nml:whmmm
tha of chronic nloars {Taschice ot al. 19990 Othar
drngs, as pentoxifyiling, mhibit THF-o symthesis
and thms :hm'.n—:nnd::latnﬂ:n;mnq:mﬁwhm
risocied with . This rewelis in 2z in-
treased cureram and a lﬂa]j.ugﬁm-:d'{lm:i
mmrcsal leishmamizes (Lessa ot al 2000, biachadn ot al
2007 Thezufore, the copshination of comantiona treat-
meni with an Imremomodulytory srtegy may be mom
efficiant in izg or dimimithizg tha s
inCl.nrm-nﬂlFm hm:uhuﬁ .

In this stady, we chsarved that who had
reduced prodection of IFI-y in the pesence of the &
mazeroe) antigens, Sm and PN, show mo difforemces
inﬂiui:l]l:urmhi.m:h.a:mnhnrmiiimufh-
sion. Addtomalhy, thare was mo diferunce in the coursa
mumber of antimomy theragy compared o those patents
who did not hang reduced levals of IFN-y. Patisats who
MMMEMHﬁFMmh}nﬂm
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of SmlEF-2 kad mmaller sived lorions conspared to thoss
who bod redoced TFN-y iom in the pressnce of
this antigen Nevertheless, there was no significan dif-
farunce in the climical whan we compared
patisats with rednced production in the presanca
of the & saweron! antigens and thows who did mot haaw
reduced THF-o prodacton.

Additemally., we compared the freqmescy of pa-
tients whe bad increased levsls of [L-10 and IL-% when
&, mzmeoni i wure added to the calbores in the
Ern'n;:infpﬁimﬂ:uhniﬂh:himin:nﬂ.p‘-:-h:ﬁm

m THF-2 or production was umffected

with 5. munrom! anti W found no
diffurence betwean them. Thess findings
indicate that even thoegh 5 monsom! anbizens are ca-
petls of indncing Th? and T regulaiory cytoldne pro-
duction, other reguiatory mechanisms pory hans: 3 mols
im the dowrs-pecdulation of Thl-ixflam vty recponse
im CL. ‘l.ltu.:nam'nl:r]lrll}mtghhmtdn:d
sufficiend to and THF-=
This comcap has e doamensiated whars axpraseies
of IL-1} receptor was impaired I mmeosal ledshrania-
iis (Faria ot al. 2007). This conld in the remlts
im o stedy wheme IL.-1{ did not dowm-regelsie T call
Tespomses o calls molated from CL patients.

ki ks bean shown that inkdbiticn of IFN-y produc-
thon tends fo e greaier ot lowsr concantrations. of this
cyioking (Tho etal 1999, In our sudy, the base kasls of

IFM-y in rosponse to SLA. wers hetmen the
Eroap of pationts who had rednced with
the addifion of & mansond atigens to the caltures and
those patieads whose IFMN-y ws mnaffected.

Mo sigmificamt difarances wers foond in the mean kwls
of [FM-y in response to SLA in patisats who kad rednced
lovals of IF~y with the addition of Sm2? and SmTEP-2
nnlﬂ_?‘mdmﬂu who did not hanw rednced lemds
of IFNH-y. v, the base lavels of IFN-y wem
highar in paticots who had redeced lewl of IFN-y with
tha addition of PII 10 the group who did ot
heve meduced kel of y. The mean kwels of THF-=
inresponss to SLA did net differ betoesn patinnts based
oo the lovels of expresdon of THE-o that followsd the
addition of & swerom! antigens. Thase data lead ws to
come nde that the hass levsli of pro-inflamreatory cybol-
ines exert litfle or oo infleencs on the ImrmTe response
o antigens im L.
togethar, we heee shoomn that the 5 ssenom!
S, EpdTEP-2 and PN indace IL-10 and IT-5
miﬂﬂ. Additczally, thess antigens arg abls
mmﬂ&n-mtummmm repoms in paticnts
d'ﬂndmnliﬂnmidlﬂm snch s
and size of katons. Onpoing sodics are heing

comdnctd o i othar regulytory mechamismes that
may be imobved in the deser-modnlation of the nflam-
matory responss in CL.
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Changes in T-cell and monocyte phenotypes in vitro by Schistosoma mansoni antigens
in cutaneous leishmaniasis patients

Aline Bafica®, Luciana Santos Cardoso™?, Sérgio Costa®®, Alex Loukas *, Alfredo
Miranda Goes ®, Ricardo Riccio Oliveira', Edgar M. Carvalho*® e Maria llma
Araujo**®

Mudanga no fendtipo de células T e mondcito in vitro por antigenos de Schistosoma
mansoni em pacientes com leishmaniose cuténea

Os niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias, tais como IFN-y e TNF, sdo
associados a lesfes teciduais na leishmaniose cutdnea (LC). NOs previamente
demonstramos que antigenos de Schistosoma mansoni modulam a resposta de citocinas
na LC in vitro. No atual estudo, avaliamos se os antigenos de S. mansoni alteram o
fendtipo de mondcitos e linfocitos T na leishmaniose cutdnea. As células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com LC foram cultivadas com
antigeno de L. braziliensis na presenca ou auséncia dos antigenos de S. mansoni rSm29,
rSmTSP-2 e PIIl. As células foram marcadas com anticorpos conjugados a
fluorocromos e analisadas por citometria de fluxo. A adicdo de rSm29 as culturas
diminuiu a expressio de HLA-DR em mondcitos ndo-classicos (CD14'CD16™), ao
passo que a adi¢do de PIII diminuiu a expressao desta molécula em mondcitos classicos
(CD14""CD16) e intermediarios (CD14""CD16%). A adicio de PIIl e rSmTSP-2
resultou na modulagédo da expressdo de CD80 em mondcitos ndo-classicos e de CD86
em monocitos intermediarios, respectivamente. Estes dois antigenos aumentaram a
expressdo de CTLA-4 em células T CD4" e também expandiram a frequéncia de células
T CD4'CD25""Foxp3. Esses dados juntos mostram que os antigenos de S. mansoni,
principalmente PIIl e rSmTSP-2 sdo capazes de diminuir o estado de ativacdo dos

mondcitos e também aumentam a expressao de moléculas moduladoras em linfécitos T.

Palavras-chave: Antigenos de S. Mansoni. Leishmaniose. Células Treg. Mondcitos.
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Changes in T-Cell and Monocyte Phenotypes
In Vitro by Schistosoma mansoni Antigens in Cutaneous
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Alime Michelle Barbosa Bafica,' Luclana Santos Cardoso,'
Sérgio Costa Oliveira,™* Alex Loukas,” Alfredo Gées,” Ricardo Riccio Oliveira,'
Edgar M. Carvalho," ** and Maria Ilma Araujo’**

[ Rervige ae frowralogia, Cemplee Hegmralar Dlniseratdeso Prafrsoer Edpasd Santes, Decvernidade Federad da Balier,
5 Raw Mdo s Poss o, Cagels, J0000- 162 Sabaidar, B4, Beanl

“ Departamiends de Qs de Vade, Deirersalaale da Eede o Babia, 2555 Raa Sibeedrs Martms, Cabula,
A1, -0 Safieeden, A, frazi!

{ D birriéand de Bioaguivsics ¢ Demnalagos, fridinno de Cidaduds Srolgios, Driteersidiade Fedorl e M Gordu,
22 F Aveavida Anidme Cardos, Frroapalla, 30501 Bele Fonzenie, s, Ao

I dmatinte Mearchaial e Citena ¢ Toraslogha am Deenginr Tespdcak (INCT-0T-CHPOYMOTT. B Jado idas Bosas s,
Carickd, 21 ML JAE Sahaiatos, B4 Brazil

*Jawrmuland Tropural Healik Afemee sad Soheod afl Paidie Healil ond Trapres® Mabeows, Booes Cook Loy
Lok, (ALY JATA, A

* ool Snkeviea d Mediciva o Sabde P, Moo 275 dermida Do [elo VY Brodes, 028000 Safvedar, BA, Arocs!

Corspedadence shoukd be sldreseed o Aling Mickdle Barbesa Rafica, ainebalica@gmail com
Heceived 1} [uly 2002 Revised 24 Sepoemsber 2002; Accepied B Oicioher 2007
Acaalemnic Fditor: Andeea Toxesra-Carvalbe

Copyright © 2012 Aling Mickedle Birbosa Ralica stal This &= an open accsts amicde distibuizd wsder the Creative Comimaors
Abtrbulion License, whech pemmils eerestraied we, dairibaizen, amad npreduction moany sedium, provilod the oeiginal sk o
prapery ciied.

High keveks af prodnflammansry omekines such as 1FN-p and THF are ssocianed with thspe ledons m ostansoss leishmaniast
[CLL We prevunoly desonstrated thal Sclvsiesoea manoar antigens dewnmhdate the i wiire cyhoking cespunsss in CL In
the corremt swdy we sealoaied whether 5 saoani ssagens alier monocyie and T-mphocyie phenatypes in loishmanaaiz
Peripheral bood mossaucdear celb of CL passses wese culiured with L Drenlisrss anniges in the peesssce o absence of the
S muamsaesd anligens rAm9, rSmTSF2- amld I Celb were stained with leodbeume compugated anlibedics amd analyand by
flowe evtometry, The addwmics of rém2% 1o the cokores decreased the expresion of HLA-DE in soenclasical {CONA7CIS™ |
msoecyTes, while e eldinon of FIIT Gesinidund the exgeestion of ths medecule in Chnsical (CD4CIRE ) and mtenmediae
[0 monecyies. The addibmn of PI and rSmTAP-E resulied m dosmmodslabzen of COEL expresaon i resc assacal
and CTE expresion in nbemediale monoovte, regpectrvely, Thess vao antigens incresed the expresion of CTLA in CD" T
celb and they abu cxpasded the Boquency of I::I:lt'l'J:lH""FulP]-' T cells. Taken hgether, we show that 5 mumsoy antigens,
maink rsmTHP-2 and FlIL are able to decrease the activaties status of momocyees and abo 0 upregulsee the expaesion of
msdulanery selecules in T lyssphiocynes,

1. Imtrasduction Tegamentary keishmarissis prosnbs with a wide specirum

af climical manifestations rangirg from localized skin ta
American tegamentary leishmaniasis is a disease consed by widespread mucocuianenas lesions depending on the par-
parasites of the pemas Leishmanin, This disease represenis asite species [2] and the host immane response [5, 4. T
a significative public bealth peoblem waorldwide with an cell-medisted immumity is onscial 10 bost probection againss
incidence of 1.5 million new casss |\ orecent years |1, Leishosenis sp. isdection; however skin amd enucesal lebons



oorurs due io a deregnlated T hedper 1 (Thi) cell response
with b mduction of flamma kines such as
IFH-rﬁFl'HFu i e o
Experimental stodies: have shown that Sdhisrsoma mam-
somi Infection or parasie products, by Imdodeg regalaiory
cells and cytokimes, are able to prevent some Thi-mediated
aunimmune diseasss In mice mch as type | diabetes,
sperimental pmolmmmuee encephalomy=liis, and psoriasts
|5-7|- Recently, we demorstraied that the recombinant 5
rursorl anilgens Sm29 3mTiF-Z, and aley FI down-
modulated the prodadion of [FM-y and THF Im a groap
of mutamemus leshmansdasis (CL) pattents [8). [n the presest
giady, these amtipens were tested regarding their ability o
alter the momocyie and rmphooie profiles. Studies have
shown that 3m 7% and SmT5P-2 anbigens are seoreted by the
membrane and or ment of the 5 mamsesl adalt worm.
Proteimes sareted or om the sarface of Sckimessma
spp-. which are in Imiienate costact with host ilsmes, might
be maore sfacthve in triggering Immmunoregulaiory proceses
|9]. The 5m24 1s a membrane-bound ghycoproddn locted on
the isgumeent ofithe adalt worm and kang stage schisiosomala
|10 SmTEP-2 1s a recombinant proist (tetraspaning from
& rursond tegument. In a mice modd, imevanimtios with
EenT5P- 2 resulted in a 57% reduction In adult worm bardens
and a &4% reduciion in Iver agg burdens compared with
oomirol antmals | 11]- POl & 2 omlttvalent antigen obiatmed
from S mamsoni adulk worms that modulates gramloma stee
in mice Infecied with the paragite (12, 13]. These antig=ns
have been evahuated by oar their alio
imice 110 rotaction sod cappress Th o vire  patemt
in cells of asthmatic Individuals |14).
Together with the Thl tmmume response, monooies
and macrophage are key cells in controlling Leishmanda s
infection. Momocytes have been dassifying inio different
mbpopalaiions Im mbe modek and also I fmmans. &
mew momenclabare was recently pablished defiming baman

monocytas Imbo three sobtypes. The major population of

raman meomocyies (90%) presents high expression of CD04
and lack of expression of CIM6 (CIN4**CI¥E ). They are

referred 1o 25 classical monooyies. Intermedisie monooies
are those which express (114 and low CIN& expression
(G4 Cns' ), while the nondassical momocyies expres
CI6 and relatvely bow CLE (CD " CIRE) (15 In
a sindy comdncied by Wong &t al. [15] the damderis
tics of damical, Intermediate and, moncdassical monooyies
were evaloated through the gene expresion profiling. They
observed that chssic] monooyies express genes
n anglogenesis, wound healieg, and ooagplation, being
tmolved In blsase repalr fumcicoss In additlcn o high
expresion of promnfammatory genss |16 Imiermediate
monocytes highly express MHC das Il Indicating they
have antigen presenting cell findion and T cell sttmalatory
properties. Monclassical monocoyies express genes involved 1n
cytoskel=ion rearrangement, which may be responsible for iis
high motility ochseresd e v |17

& high frequency of CINE' monocyte subsets have
bazn demonsiraied = reberrulssic Infection
and In viral infecbons soch as hepatits B (HEY) [13],
hepatitts C (HCV) |19), HIV [20), and Dengoe [21). In
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CL patients, the fraqmency of CI¥4"CING" monocyies was
shgnifiantly h compared to heakhy comtrols and
HIE: F-D:r;:jrhd}'hﬁh:rrdﬂn:l with the leslon stre |Z2]. '?Fu
sublype of monocytes is considered a5 aniigem presenbng
cell [15], which produces opiokimes and might be the most
imiporiant subtype in acthvatieg T oslls regpomss.

The acthvathon of T cells requires the antigen recognition
in the MHC context and aleo signaling given by -
stmmalatory modernles which interact with mrresponding
ligands om antigen presenting cells {APC). Ome of the most
imporiant m-sttmmlaiory molemdes on T cells s Cl2E,
which k= co expressed and binds bo CIDED amd
CIies on the APC. CDN6 s mnsttmbvely expresed at low
levds and #t % rapddly opregolated after primary antigen
recognition, whereas CIR0 echibits SnpTEssing
kinetics |23 Other ligand for CD80 and CD8s 15 CTLA-4.

The expresion of this molemle 15 rapidly apregalated after
T cell acttvabion and provides 2 negative sigmal [Emiting the

imammee respomss | 24-26|- b witre shudy has shown that the
addttion of CTLA-4-1g to blodk CIYZ2E-B7 interaction in CL
patiemis PEMC oultnre stiomlated with Leshmanis antigen
led 10 2 downmodulation of [FN-y and THF seretion [27].
(ther stenilar sudy showed that blockisg the co-stimmlatory
madacules CIF0 and CI¥86 Im buman from
Letskmanis-matve dosoms nfacted with L. major resulted 1=
a signiiant radnction im 1FM-y, 1L-5, and IL-12 prodwction
| ZR].

Im this shedy we evaluaied whether 5 mansoni antigens
alter the of CC20 and CI¥6 on momooyies of CL

akea the expression of CTLA-4 I T hrmphocytes.
l.l:l-l:ll:l-:-mlj' we aocessad the frequency of regulatory T calls
tndoced by & surmmi antigens when they were added in the
cell coltures stovolated with Leishmamia antigens.

The CIMHCDES regulaiory T oells have been exienshedy
shudied doe to thelr oitial funcion In mainiaining, s=H-
tolerance. These cals cam express both kow and high CD25
levels in mice models however, ooly the CD'CDzsMEE
population exhibiis 2 strosg, regulatory fFanction im kramans.
These CD4* CO25™# T cells alsa FONF3, 2 molerule
associated with regolatory fonctions |29). This T ozl subset
in lromans comprises - 1.5-3% of dinoolating CD4* T cells.
They Imhibit prolifemtion and cviokine seoretion Imduced

TCR cross-linking of CIM U025 reponder T olls Im
Erm-.ﬂ-dqmdummljﬂ-lmquldd}'ahmpiz
[L-2-dependent proliferation of MK cells [31). Momeoer,
regalatory T oells are able to downregulate the inlensiy
ind duration of both Thi and Th2 Immume responsss In
infections dszases imiting damage to self-Hemwe |32, 33).

iJear hypothesis in the present shedy Is that the pathology
of cutameons lelshmaniasts reselis from monocyte and T
cell hypersensithity due bo impaired regolatory mechandsms.
[n this contest, the use of & manssn? antigens which
indoce regolatory cdls and molemies would prevemt the
inflammatory process. To test this hypotheds we evaluaied
whesther the addition nFE.nnunul-:lgeru-h:-n:Icnhan
of leishemaniasis pattents would modify :l-:]
activatiom statas of momocyles

mﬂ:hﬂbﬂhupmﬂHmm

on dassical, mmmmmm-ﬂ
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Clize, CTLA-4, CD25, and Foxp3 In T lymphocytes from
CL in response o the sotubde Letrmania brazifiensis
antigen (SLA) im the presence or absence of the 5 mansoni
antigens rim29, rimT5P-2, and PLIL

2. Materials and Methods

21 Henenes and che Endemic Arer. The swdy indmdad
the first 30 cotaneous: bishmaniasis patlents Iving in the
endemic area. of k=ishmanlasls, Corte de Padra,
Haiia, Brazil, who attended the locl Health Post from March
NS to March 2002 and agreed Im participate. Corte de
Pedra s lomaied In the southeast region of the State of Bahia,
Braxil whiich 15 well known for Hs high rate of L brazifimsi
ftracermisdom.

The diagnostic of cutamecms kelshmantags was made
aonsidering a dinical pictare characteristic of CL, paragie
telation or a posittve delaved-type hypersensithvity (DTH)
dmtn Lriskmamiy antigen, and a histological fsabone of

The inclusion criteria to this study wene patients with
5 to 50 years of age dlagnosls of CL with the pressnce of
acttve skim lestons. The eschesion criteria were peegnancy,
dhromic dis=ases such as diabetes and asthma, amd also HIY
and HTLY-1 infection

Imemanological analyses were performed prior to the
gpectfic therapy to letshmaniasis for all patients. There wene
mod enough cells in perform the whole sxperiment every time
smoe they requaire a larger mumber of cells more than what
aoald be obtalned from some patiems.

The freqaency of helminth Infisction in the keishmanlass
endemic area of Cone de Pedm 15 BE3% and & mansoni
infection presents In 167% of outamecns belshmanlasis

The Ethical Committes of the Maternidade Climerio de

iveira, Federal Untversity of Hahia approved the present
gmdy, and an mformed consent was obtained from all

participamts ar their legal goardians.

22 Ancigen Prepararion. The soluble [eidhmama antigen
nzad Im this stody was obtained from 2 Lettimania lysate
{cmade antigen). It was prepared from a L. braziliengls grain
(MHOMME 2001} 2 previowsy dascribed |34).

The 5 marmsomd antigens w=sd in this sudy indudad
S3en29, a Schismsoms mumsond recombdnaed protein [ 10];
SenTSF-2, a recombimant protein (tetrspanin)] fom 5
s ornd teguemest | 1]z 2 fraction of S, masvoni snhnble adal
worm amtigen [SWAF) obtalmed by amtomic
{FPLCY, called PIL The 3mZ¥ was cloned im E il and
iested for lipopolysaccharide (LIPS} conlamimation asing a
aommerclally avallable LAL Chromogestc Ki (CAMBREX]).
The levels of LIPS im Sm2% were below 0.25 ngfml. However
in order to neutralize potential effects of LPS presented in
low levels In the 5 mansoni recombinant antigen, Polymrxin
B was added to cell cubtmres every 12 howrs aooeding
in the esablished protoool [35). The SmT5P-2 used in
this shudy was produced In Pickls parors fermestation
calteres and it has been kindly provided by Dr. Alex Loukas

(10, 36). The protzins r&m29 and PI11 were prowided by the
hmui:-:dﬂnl-updﬁchm:. artment of Blachemi
and |mmmumology, UFME, Braxil L1'|:|:l o

23 Cell Culrere gnd fmmacelifular and Sarface Sradming
Intracdiular and sarface molemles were evalnated by Sow
oylometry (FACSort, EI} Mosdences, San lose, CAL Im
order 1o perform the Intraceltular saining, peripheral Blood
momomuckar cells (PEME, 3 = 10°) cbiained through the
Flooll-Hypaque gradient were oobured iv virro with SLA
(Sug'mL} In the presence or absence of the recombimant
A munsom amtigens Sm29, 3mT5P-z and PII (5 ug‘ml)
for 20h, 37 C, and 3% of Clk. Doring the st 4h of
mibmre, Brefeldin A (10pg'ml: Sigma, 5L Lomis, MO,
added to the coliures Afterwards, the cells wene washed
In FEE:.dfu.n:]mﬂianu]dd:yd:Fur!ﬂmnm

perature Spectfic staiming was performed with opchrome
[C'E:I-hhd.udm'ltl:-ud}'cnnm:l:ednltaru-fﬂ.h-dmﬂ.h-:
in sapomin baffer (PHS, with 05% BiA amd
0.5% mponin) and phymerythrin (FEl-libeded amtibody
onjpgated with ant-Foxp3 tn Fonp? dalping buffer set
[eBinsciemce). For doubde or triple sialning, mibs to humas
Cha, CD8, anddor CI25 comfugated with FITC or CY were
used.

The evakation of co-stimulatory moleoals expresson
was performed tn PEMCs stimmlaied for 60h with the
same antigens aforementioned. Cells wers incubated with
fhworescetn bsthiocyanate (FITC)-, PE-, or CY-labeled anti-
body sobmtioss for 20min at &0 In a wolume of 20 gl. =
FB% After stalning, preparations were washed with 0%
sndmm axide FBS, fired with 200l of 4% formaldehyde
in FBS and kept at 4-C The antibodies nsed for the
staining were immunogiebualin 1sotype matrodsFITE, FE
amd CY, amt1-C04-FITC, antl-CIDE-FITC, antt-CIzs-FITC,
antl-CING-FTE, CIMS-CY, antl-CDM-CY and anti-CIIE-
CY, amp-CIe0 PE, amti-CDES PE, anti-HLA-DR-PE, and-
CD2-PE (all fom BD Bosdences Pharmingen). & iotal
of 50,000 amd 100,000 events: were aoquired for surface amd

intracelinlar experiments, respect tvely.

24, Analyrs of FACE Dara. The frequency of positive cslls
was analyeed by flow cytometry the program
In miq:ll:rz The W%HMIM:]
using grammlarity (35) = gxe (F5C) plot. Monocytes were
selected based on their and expression of CI14
and CIM4 Limis for the quadrant markers wene ahways
sel based om megattve popalitions amd leotype matrols A
represenitative denstty graph of one experiment showing
lymphocyts and monocyte reglons 15 shown I Pigares 1{a)
amd 1(k], respectively.

25 Sawision] Analyres. Sabidical analyses were performed
using the software GraphPad Prism {CraphPad Software, jan
Mego, CAL The frequency of positive cdls was expresosd
a5 percentages and the Imemdty of swpresion as mean
intensity fuorescence (MET). The differences betwesn means
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were asrcoed nsing Wikonson maiched pairs test Statistical
significance was established at the 95% confidence Interval.

3. Results

A todal of 30 patients with mutameons letshmaniasls were
enrolled in this study, 17 were male and 13 were female,
with 2 meam age of 2.1 + 1LE years {range 648 years).
Thee majority of patients presesied with a degle lsion (BD%)
and the median ledons stze was 130mm? (IQR, 66.5-33;
Table 11

3.1. The Effect of the Adatiion of 5. muansend Amsigens on Mons-
orte Phemorype amd Expression of Co-Seimularory Moleoler,
We evaloated the freqoency of different monocyte sobssts
(clasical, imtermediate, and mondamicll amd also the
expression of m-stimmlatory molemles in these mosooyies
after tw vime stimulabon with 5LA in the pressnce or
ghsence of & mamsos antgens. The addition of the antigens

rSm2% and Fill to the cultures evpanded the of
noaclassical (CIHMACDI6* ) imeam = SEM = 74 £ 1.7%

amd E.1 = 1.9%, resp.) comipared bo coliares smulated with
SLA alome (5.7 & 099 P oo 05, Pigume 20800, W also
ohserved that the frequemcy of dassical momocytes was
higher in cultares without & mamsoed antigens (Figure 20475,
Morzover, in the pres=nce of PII thers was a reduction in
the expression of HLA-DR in dasical (CO14CD06 ) and
intermediate { CIF 4" CIDE" ) monooytes (456 = 72 MFl and
544 = TA.6 MFI, resp.) compared to cultures stimulated with
SLA alome (511 = 91 MFl and 771 + 128 MF, respectively;
P < oos. Figore3B)). There was also a2 reduction im
HLA-DI expression om CDN4'CINEY monocoptes In the
presemce of r3m29 (347 + 1405 MFI) I comparisoe to
S5L& alome (718 + 1ESd MF; P « 205 Figore 5B
Addionally, the sxpresion of HLA-DR was higher m
dasical and intermediate monocoyies in the pressnce of 314
or SLA plos 5. mansoni astigens compared to nosst imulated
mltures.

The expresgon of GOS0 was aley redwced In monclassical
monocyies compared in coltures stierolated with SLA. The
addfiton of PII o the coltures also resulied in meduced
expression of the oo-stimulatory molecule CIF0 om
nomclassical monocytes (612 + 19.5 MFT) compared 1o cal-
tures without 5. mamsond antigess (82,3 £ 23,3 MFL P < 005,
Figare 2{C}}. Adoy 3 decrese in the exprsson of CD86E om
Intermediate monocytes from 562 + 1497 MF] tn #4478 +
1125 MF was observed when r3aTSP-2 was added 1o the
mltures (F « 0u05: Figure 2{13)). There was no significant
diffizrence In the levels of CL86 expresdon on memocytes In
culture stiemalated with SLA after the addition of rim29 and
FIIl (Figare 2{I1}.
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16} stirmralizted im vitro with

SLAIn the premnoe or abmnoe of 5 maesen andpess rS=27 and rSmTER-2 or with 2 fracSon of 5 mases soinhic 238nk worm a=Sigen
(EWAF) PIIL Frequency of dasdcal (CDN4™"CIME ), Inlermediate (CDLE™ OS] @ad noncdasdoal (CD1E4CDLE™ ), momooptes (A,
T expression of HLA-DE, CIMED, and CIE6 In casdical, Intermedlzir and noedasi ol sonocyis of oneees ielssmanias patients (B
L) Cells we: saised for minfaoe expression of CIVIA, CIVIE, HLA-DR, CIE4, and D85 meing Now cyiomesry. P < 105 mbes withoss
sitrresiation (WE) vermes SLA 4+ 5 mansoni aeiigens *F o Q05 S1A vermes SLA 4 5 mamson antigens (Wilkoosos maiched pates bed)

32 The Effecr of the Addivion of 5. mamssoni Ansgerns om T
Crll Phemarype amd Expresson of Co-Seimuiamory Moleouler.
PEMC of CL patients were Incubated with SLA in the pres-
ence of absemce of 5. mamsornd antigens and the phenotype of
T cellls were evahuated. The addition of rSm232 antigen to the
anltures imcreased the frequency of 04 T cells (mean =
SEM = 40,8 + 1LE%) In comparison bo oolheres with SLA
alone (3.8 + 28%, P « Q.05 Pigure 3(A}). There was no
significant difference in the vy of CIM* T ool after
the addition of rSmTSP-2 or PII antigens 1o the adltures
{378 + 2% and 352 = 1&%, mesp) compared to SLA
alone (348 + 28%; Figere 3A4)). Likewise, there was no
significant variation Im the frequency of COE* T cells by the
presence of rSmza, rAmTEP-2, and FIII antigens (5.9 = L2%,
o6+ 0.E%, amd 6.2+ | 1%, resp.) bo the coltares 1m relation to
the cultares stizmalated with 51L& without 5. mamsom) aedlpens
{5.7 + L.7%; Pagure 3(A) ). The frequency of CD4* T cells was
diminisheed by the pressnce of 314 and SLA rSmT5P.2
ar P, while the oy of C8* T oels was higher in

the presemce of 34 and 514 plos S mumsom anbigens
compared bo monstimralated cultores {Figure 30471

Wi alsn evalnated the sxpresion of CI2E* on lmpho-
oytes im culheres stimmulated with SLA with or without the
addition of 5. mansem antigens. The expression of CO28° om
Chet T cdls was higher In cultares simmlated with cim29
(91 = 14 MFL, resp) compared with 514 alome (B4 2 14
MFL; P« 005, Figare 3(BY). The addttion of r3mT5P-2 amd
Fill antigens to the oobtures did mot alier significantly the
expression of CL28 on G4+ and CD8+ T cells (Figare 3(8)).

Regarding the expression of CTLA -4, r5mTSP-2 amd FIII
anitigens weee able to Increase the expresdon of this molemmle
in CDW* T cells (58 + 5 MFI and 33 + 4.6 MFL, resp.) Im com-
partsom with SLA alone (49,6 + & MFI, respertteely; P < 005,
Figare 3{C}}. The expression of CTLA-4 was also higher
in 04 T cells and CIie* T cells in cobures simudaied
with SLA plas rSmTSF-2 or PII compared 1o nosest imudated
mubtmres (Figare 3{C]1. Moreover, the addition of r3mT5P-2
amd Pl antigens to the onlheres expanded the freqoency of
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17} stimmilated ix vimo

with SLA in the presenoe o Jbsenoe of ¥, mamonl aotipess rf5=0%, rS=TAP-2 or with 2 fracfion of 5 mansoni mkzbie adeli worm a=Sgen
CEWAE) FITL I"n:q'_pr:n':-‘l:'l.'ld and CIE Tcelis (A, enpression of COZE and CTLA-4 in C04- a=d CDd- T cals {E and C, rep.] amdithe

Eequency of D6 CD258EFoapd T colls [

15} (). Cells wese sizined Sor sface expresd on of CD4, CIDE, CDES and COE, weilethe

expremion of CTLA-4 andl Foapd were @vakzated [niracinlardy =g Sow cyiometry. UF « [0S moigeses withoss? sinmiaSion [WS] verss
LA+ X m:m-u:l'll.:.'.l.'g-r:.:ﬂ"-. 1L05 SLA vermes SLA 4 5 msmrow antigens (Wikooaos maiched pakrs bed)

{:IH'[:DJE-"'?*It:l:p? T cells (10 -+ 24% and 10.3 = 9%,
resp.] omjpared to coliures with SLA In the absemce of
& munzom! antigens (2.1 + LE%: P« b5, Piguee 3004).
The frequemcy of GO COzsH#®Foaxp3® T cdls was also
higher i olimres siimulated with SLA ples PII compared
ito nonstimmulated cubtures (Figure 360001

4. DMsomssion

The Th1 imemane response assncated with macrophage actl-
wation and killing of Leichmamia sp. s paradoially related o
the development of oolaneows and muosal l=shmanasis. In
an attempd bo comtrol parastie growth, acthated macrophages

redease high levels of protnflammatory oytokines and nitro-
gen and orypen reactive intermediates, leading o a tiewe
lesion

A balance betwesn the proinfSamematory response char-
aderized by the production of 1FN-y and THE and the
regalatory respomse with the production of [L-10 has
been observed In imdividuals exposed to the Ledimania
brazifiemsis Im emdemdc areas of lelshmanlads in Brarl
Those Individoals do not develop ithe disease and they
are desigrated as “sobdinbal™ smbjects [37]. The balanced
immmume response described in these |mdtviduals may be the
key to achleving a harmles hosi-parasiie relatiomship.

There are other evidemces that IL-10 ks capable of
downmodulating the inflammatony response assnclated with
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raman tegomentary lelshmantacis |4, 38-40]. However,
maonoemclear csls of mpoosal leishmantass (ML) patients
have a decreased abdhity to produoce this cytokine and to
respond to 1L- 10 afier i wire restimmlation with L frazifien-
it antigen |3].

Reently i has been shown that during dromdc Sceb-
tosoerny marmsoni Infection, cells from the Inmate Emmune
response, sach as monocytes and regulatory T cdls produce
high leveds of IL-10 (24, 41-43]. Crar group has performed
smdies Im an atiempt to identify 5. mansoni antigens with

megulaiory properties that enable them to downregulate
the Inflammatory process assedated with certaln tmmeane-

mediated diseases Por instance, we haee shown that the 5
rumsonl antgens rSmz?, rd3mT5P-2, and PIHI imduce [L-10
and [L-5 production by PAMC of mutameons beishmanlass
pattenis and that they are able to control the i were
inflammatory resporse In a group of pattents, independemt
of the dimicl fzabares, much as somber and stre of lesions
[8). Im this carrent study we extended the assessmend
of the potentlal of the anbgems r5m29, rSmT5P-2, and
PIIl tn modifying the Immmee response during mtaneons
leishmaniasts. Spectfically, we svalnated the tmpact of the
addition of these antigens to the cell mitare stiemalated with
Letrhmuanta antigens on monocyte and lymphocyte profile
and acifvabion status.

CD4* T lymphooyies and monooyies are key czlls in the
protection agatmst lelshmaniasis; however they have been
assnciated in the inflammatory process and tissae kesion in

the mtanacas form of dis2ase |20, 4845, In ishmaniass
and also In some others diseases the mole of diferent sabssis

of monocytes in the pathology has beem described [47).
For maone tham two decades, have been dassified
it chissicd (CD14*CDE Famd 1 , thoe which
expres the molecale (1118 and produce high kevels of TRF-
x |48|. The frequency of CDN&* CDNE* In CL patlents was
found i be ggnificantly higher compared to healthy controls
andl they were postitvely correated with the lesion size | 22).

Recently, a new momemdatare has been used o das-
dfy baman blood monpoyles into three subsets dassi-
al (CDe*Cis" ), memnediate (CIF4*HCDNSY), and
mondastical (CDN4* CINE] [15]. The dassical monocyies
aoumt for about 25% of the total monocytes amd are
charactertred by the expression of 1L-13Rai, IL-10, and
AN TES and by the expression of genes assoclated with amii-
apoptosts and wound healing properties. The indermeediate
monocytes represent 5% of monooytes, express high levels
of HLA-DR and are assnciated with antigen procssing and
preseniation o T cdl amd T cell activation. Mondassical
skt are characierized by a low expresdon of CIN4 and
high expression of CINa (CIMEYCINE* ). They represent
10% of mman monooytes and shedies have shown that they
epres genes assoclated with cytoskelstal rearmangement
which acooaant for thetr highly mobility and for the patrolling
behavior in vive |16, 47|

Since the roles of the diferemt momooyie subsets in
colaneses lelshmandasls remain andear, we degded do

evahate not only their o letshmantasis patfents,
bt also whether the addition of 5 mamsoni antigens woald

alter the profile of these cells In am i vimo stody.
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The addition of the antigens rSm29 and Pl o the
FEMC multores stimudated with 514 Increased the fr
of monclassical monocytes. This was mot expected a5 2
with high mobility and migratory capacity [16, 47], they
may contribute to Leshmanla melastasls and conseqoent
development of more severe forms of the dissase, sach asthe
muzcnsal amd diseminated forms

We foumd, however, that the 5. manssni antigens wsed
in this gudy, parttoalarly Fill, dimimished the sxprecdon
of HLA-DR as well as the expression of the co-stimuladory
maolerules BT amd B7.2 om different monocyle sibeets
& downmodulation of menooyte acthvatlon i destrable I
letsheamiasts and may result = a medoced inflamatory

PIOCESS.

Im this study, we also evahuated the expresion of oo-
stimmalatory molecoles in T cells We cbwerved 2 ticant
Im-lhcfmquﬂqdml'Tndhh}'ﬂu;Eﬂt:ﬂ
the rim9 antigen in the cbmres. The addion of r3mTiP-2
and PII antigems to the colores stimmulated with 3LA
increased the expresdon of CTLA-4 iIn CD4* T odls and also
mﬂdb&&wnfﬁﬂl'ﬂﬂww T cells. We
previously showed that 5 sarsomd infectdon expands CI4*
T dl population of the regulatnry profile m 5 mars-
infiected asthmatic indhviduals [24). In mach allergic diseace,
A mamsoml antlgens dowmmodulate the ThE exacerbated
inflammatory response ia viro by Inducing the prodnction
of [L-10 and the sxpresion of the regulatory moleoales,
CTLA-4 In T lymphooytes |9, 24, 43). [m a mrarine modd of
ovalbumin-Indwoed asthema, inhibigon of lueg Inflammatory
process, by 5 manseni eggs or by the 5. mawsonf astigens,
5m22.&, P, and rSmzs were assodaied with an imcrease im
the mumiber of CIM*CD25¢ Foxp3* T cells and high bevels of
[L-10 production |45, 50|

T cell-mediated tmmamnity Is fundamental to host pro-
tection against Leshmants sp. and the acthation of T cells
depends mpon signaks from the Inderaciion between the oo-
stiemalatory moleoales CO2E to s Bgands B7.1 and B7.z
on antigen presentieg cells (4PCs) (23] 'We evaloated the
expression of (028 on lpmphocytes In oultures simulated
with 3LA with or withow the addifon of 5 mamson
amtlgens amd found that the expression of this molemle
on COE' T cells was higher In oulinres stimuodated with
rﬁnﬂ?cnm_?redmﬂiﬂ.&ahmTh-&rmh:mmﬂﬂ:t
the CI}8* T cells became more activated in the pressnce
of ram29. There was, however, an Increassd expression of
CTLA- 1= Ch4+ T cells, a malemle which 15
i inhitd the T cell achation when SmT5F-2 and PHI
were added to the colures. fn vire shudy has shown that
the additton of CTLA-4-1g to block CINZE-E7 Imieraciion
in CL patients, FEMC culiore stiomlated with Ledimania
amitlgen led to a dowsmodulation of [FM-y, IL-10, and TRE
secretion [ I7). Chor fimdings suggest that the CDq' T cells
were dowmmodulated by the presence of the r3mT5P-2 and
Fill. These antigens were aloy able to increase the frequency
of the CDM* CIZs"H Fonpd® regudatory T cells.

Im a survey performed by (Neal =t al. |51), the preva-
lemce of & marmsom! infection I colaneows |etshmandasis
patlenis from the endemic area of Care de Pedm, Bahia,
Brazl was 167% |51|. The anthors also showed that



minfecied imdividmls tended to have small lesion stee,
howerer In the untvariated modal, the presence of helminth
aoinfection was asociated with & healing. When
they evaluated Infection with & muanzw and
smevrovalis thers was no difference in ledon healing compared
io patlents imfecied with peohelminths sech as Asarts
bembricnider, dupdenaly, and Trichurs rrickivra.

Studies momdocted by the sme group in the endemic
area of leishmaniasts in Brazll demonstrated that the use of
tmmunomadalabory agenissoach as grmbsoyis'macrophage
aodany stimalating factor (GMACSF) and pestoxthillize, an
inhibitor of THF prodoction, @n kead o fasier healing time
and higher oare rate In cutaneons leshmandasts [52-55). b
has aleo been meported that Imtralestomal injections of GM-
C5F redoce healing time of CL uloers by 5%, Moreover,
Sanios o al. |55|:d:|-:-n-u:lrJ1.i:4.'.H C5F applied bocally In
low doses as an to pentavalent antimontal therapy,
ggnificantly decreases the healing time of Cl. ulcers, radodng
the dicee of amtimony admimisiered andior the daration
of anttmonial therapy. These smdles Imdicate that down.-
modulation of the Infammatory response in Cl. patients s
assrdated with |esdos core and give axpport to the 1dea that
inhibidon of the strong Infammatory responss mdy after
Letshmania infection cuald avert teme

In this context, the data presznted heretn suggest that 5
sl antigens are capabde of downregnlating monooyte
.1r|.|:|TI}'l:|:lhu|::rt|: response i the [etrmania antigen i

mechaniames that imvolve
milng T k.

possibly thromgh
CTLA-4 amd the actlon of
could comtribute o the development of
fature strategies bo prevent aned treat mtaneons and moonsal
Ietshmanlasis.
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5.6. RESUMO DOS RESULTADOS

1. A adicdo dos antigenos de S. mansoni as culturas de CMSP foi capaz de reduzir os
niveis de IFN-y e TNF, em um grupo de pacientes, sendo seguido pelo aumento de IL-
10, principalmente quando se utilizou 0 rSm29;

2. De um modo geral, ndo houve diferenca nos parametros clinicos entre 0s pacientes
com LC que apresentaram ou ndo reducdo na producdo de IFN-y e TNF pela presenca
dos antigenos.

3. A adigdo dos antigenos rSm29 e PIII, as culturas de CMSP, expandiu a populagdo

dos mondcitos ndo-classicos comparado as culturas estimuladas somente com SLA,;

4. A adicdo de PIII, as culturas de CMSP, reduziu a expressdo de HLA-DR em
mondcitos classicos (CD147"CD16") e intermediarios (CD14"*CD16"), comparado as
culturas estimuladas somente com SLA e a adicdo de rSm29 reduziu a expressao de
HLA-DR em mondcitos ndo-classicos (CD14°CD16™);

5. A adicdo de PIIl e rSmTSP-2 as culturas de CMSP estimuladas com SLA resultou na
regulacdo da expressdo de CD80 em mondcitos ndo-classicos e da expressdo de CD86

em monaocitos intermediarios, respectivamente;

6. A adicdo do antigeno rSm29 as culturas de CMSP estimuladas com SLA aumentou a

frequéncia de células TCD4" e a expressdo de CD28 nas células TCD8";

7. A adicdo dos antigenos rSmTSP-2 e PIIl aumentou a expressdao de CTLA-4 em

células TCD4" e também expandiu a frequéncia de células T CD4*CD25""Foxp3*,
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6. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a capacidade de alguns antigenos do Schistosoma
mansoni em modular a resposta inflamatéria induzida in vitro pelo antigeno solivel de
Leishmania (SLA) em células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de
pacientes com leishmaniose cutanea. Foi mostrado que a adicdo dos antigenos rSm29,
rSmTSP-2 e PIII as culturas estimuladas com SLA levou a redugdo dos niveis de IFN-y
e TNF e ao aumento da producédo de IL-10 em um nimero significante de pacientes.

A producéo de IFN-y é fundamental para a destruicdo da Leishmania spp. pelos
macréfagos (LIEW e cols, 1991). Por outro lado, uma resposta imune do tipo Thl
exacerbada com alta producdo de IFN-y e TNF, bem como uma falta de resposta
regulatoria, estd associada ao desenvolvimento de lesdes na leishmaniose cutanea (LC)
e mucosa (LM), como revisto por Ribeiro de Jesus e cols (2008). A nossa hipotese é de
que a IL-10, citocina com propriedades modulatorias, seja capaz de controlar a resposta
do tipo Thl exacerbada, associada ao desenvolvimento de lesdo na LC e LM. Alta
producdo de IL-10, entretanto, pode se associar a manutencdo do parasitismo
(BELKAID e cols, 2001). Uma resposta imune equilibrada deve ser a chave para uma

relacdo inofensiva entre parasita-hospedeiro.

Existem evidéncias na literatura de que a infeccdo por Schistosoma spp. ou seus
produtos, protegem contra o desenvolvimento de doencas mediadas pela resposta imune
tanto do tipo Thl, quanto do tipo Th2, em murinos e em humanos (ARAUJO e cols,
2004; ARAUJO e cols, 2000; MEDEIROS e cols, 2004; MEDEIROS e cols, 2003;
PACIFICO e cols, 2009). Em estudos experimentais, por exemplo, tem sido
demonstrado que a infeccdo pelo S. mansoni € capaz de prevenir o desenvolvimento de
algumas doencas autoimunes, a exemplo do diabetes do tipo I, encefalomielite
autoimune e psoriase (ATOCHINA E HARN, 2006; COOKE e cols, 1999; SEWELL e
cols, 2003).

Nosso grupo tem realizado alguns estudos na tentativa de identificar antigenos
do S. mansoni com propriedades regulatorias, que permitam modular o processo
inflamatdrio associado a determinadas doencas de base imunoldgica. Em um destes

estudos, em modelos experimentais de asma induzida por OVA, a injecdo dos antigenos
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do tegumento do S. mansoni Sm22.6 e Sm29 e também do PIII, uma fracdo do antigeno
bruto derivado do verme adulto, resultou na diminui¢éo da resposta inflamatoria do tipo
Th2, que é associada a patologia da doenca (CARDOSO e cols, 2010).

Os principais mecanismos descritos como moduladores da resposta imune sdo as
células da resposta imune inata e adaptativa capazes de produzir 1L-10 (ARAUJO e
cols, 2004; HESSE e cols, 2004; OLIVEIRA e cols, 2009). Tem sido demonstrado que
a fosfatidilserina de S. mansoni tem a capacidade de estimular as células apresentadoras
de antigeno de individuos ndo infectados a produzir IL-10 por mecanismos dependentes
de toll-like receptor (TLR)-2, que promove a maturacdo de células T regulatérias (VAN
DER KLEIJ e cols, 2002). Isto sugere que existem padroes moleculares (PAMPS)

associados aos helmintos que estéo envolvidos na modulagdo da resposta imune.

Uma vez em que ha uma deficiéncia na producdo de IL-10 na leishmaniose
cutanea (BACELLAR e cols, 2002), a utilizacdo de antigenos do S. mansoni capazes de
induzir a produgdo desta citocina deve ser benéfica para estes pacientes. A escolha dos
antigenos utilizados neste estudo foi feita porque eles séo secretados pela membrana
e/ou tegumento do verme adulto de S. mansoni. As proteinas secretadas ou localizadas
pela superficie do Schistosoma spp., que estdo em contato intimo com os tecidos do
hospedeiro, pode ser mais eficaz em desencadear processos imunorreguladores
(SIMPSON e cols, 1990).

Além de avaliar neste estudo a capacidade dos antigenos rSm29, rSmTSP-2 e
P11l em alterar a producéo de citocinas por células mononucleares do sangue periférico
(CMSP), nés testamos também a possibilidade destes antigenos de alterar a frequéncia
de linfécitos e mondcitos e a expressdo de moléculas co-estimulatérias nestas células
em resposta ao antigeno solUvel de L. braziliensis em pacientes com leishmaniose

cutanea.

Demonstramos, entdo, que a adicdo dos antigenos do S. mansoni as culturas
resultou na diminuicdo da producdo de IFN-y e em menor extensdo de TNF. A producéo
das citocinas inibitorias da resposta inflamatéria do tipo Thl, como IL-10 e IL-5,
também foi avaliada. A adicdo dos antigenos as culturas resultou em um aumento dos
niveis de IL-10 em mais da metade dos individuos, enquanto que a producéao de IL-5 foi
aumentada em um menor percentual dos pacientes com LC. A reducdo dos niveis de

IFN-vy pela presenca dos antigenos S. mansoni alcangou cerca de 80%, sendo mais baixa
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a reducdo dos niveis de TNF. A adi¢do dos antigenos as culturas resultou em um
aumento da producdo de IL-10 em até 300% desta citocina.

Tem sido relatado que na leishmaniose cutinea humana causada por L.
braziliensis, subpopula¢des de linfécitos expressam poucos ou indetectaveis nimeros de
células TCD4" produtoras de IL-4 e IL-5 (BOTTREL e cols, 2005) e que 0 aumento
dessas citocinas do padrdo Th2 poderia representar uma resposta compensatoria levando
a regulacdo da resposta inflamatoria do tipo 1. Observamos neste estudo, um aumento
dos niveis de IL-5, ap6s adicdo dos antigenos de S. mansoni as culturas de células
estimuladas com SLA, demonstrando que os antigenos foram capazes de induzir, em
um grupo de pacientes com LC, aumento na producdo da citocina regulatdria IL-10 e da
citocina do tipo Th2, a IL-5.

Desde que observamos que havia um grupo de pacientes nos quais foi observada
diminuicdo da producdo de IFN-y pela adicdo dos antigenos de S. mansoni, enquanto
esses antigenos ndo modularam a resposta em outro grupo de pacientes, resolvemos

avaliar possiveis fatores associados a resposta aos antigenos de S. mansoni.

Os niveis basais de IFN-y em resposta ao SLA, por exemplo, foram comparados
entre 0s grupos de pacientes que tiveram ou ndo reducdo na producdo desta citocina.
N&o foram encontradas diferencas significativas na média dos niveis basais de IFN-y,
em resposta a SLA nos dois grupos de pacientes quando se utilizou rSm29 e rSmTSP-2.
Inesperadamente, os niveis basais de IFN-y foram maiores em pacientes que tiveram
reducdo desta citocina por meio da adicdo de PIII, em comparacdo ao grupo que ndo
teve reducdo desta citocina. Em CMSP de individuos sadios, tem sido demonstrado que
a inibicdo da producao de IFN-y tende a ser maior em concentracfes basais mais baixas
desta citocina (ITO e cols, 1999). Os niveis basais médios de TNF em resposta a SLA
ndo diferiram entre os pacientes que tiveram ou nao reducdo nos niveis desta citocina

pela adicdo dos antigenos de S. mansoni (BAFICA e cols, 2011).

Foi também comparada, a frequéncia de pacientes que apresentaram um
aumento nos niveis de IL-10 e IL-5, quando antigenos de S. mansoni foram adicionados
as culturas de CMSP nos grupos de pacientes que tiveram ou ndo redu¢do na producao
de IFN-y pela presenca dos antigenos de S. mansoni. Nao houve diferenca significativa
entre 0s grupos. Estes achados indicam que os antigenos do S. mansoni, apesar de

serem capazes de induzir a producdo de citocinas do tipo Th2 e regulatérias, devem
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promover outros mecanismos para a regulacdo da resposta inflamatdria na leishmaniose
cutanea. A IL-10 pode ser essencial, mas néo suficiente para regular a producgéo de IFN-
vy € TNF na leishmaniose e uma possivel explicacdo é a diminuicdo da expressdo do
receptor de IL-10 na lesdo de pacientes com leishmaniose mucosa, como descrito por
FARIA e cols (2005). Este poderia ser o caso das células de alguns pacientes com
leishmaniose cutanea no presente estudo, onde se observou alta producéo de IL-10, mas

com pouca modulacéo da resposta imune celular.

Foi também demonstrado neste estudo, o potencial dos antigenos rSm29
rSmTSP-2 e PIll em modificar o fendtipo de mondcitos e de linfocitos de pacientes com
LC e o estado de ativacio destas células em resposta ao SLA. Linfocitos TCD4" e
mondcitos sdo descritos como células chave na protecdo contra a Leishmania, no
entanto, essas células tém sido associadas tambem com o processo inflamatorio e lesdo
tecidual da forma cuténea da doenca (HAN e cols, 2009; ROSSOL e cols, 2011; KIM e
cols, 2010; ZIEGLER-HEITBROCK, 2007).

Durante mais de duas décadas, os mondcitos foram classificados em classicos
(CD14'CD16) e inflamatorios (CD14'CD16%), devido a expressdo da molécula CD16 e
a producéo de elevados niveis de TNF (PASSLICK e cols, 1989). Em um estudo na
leishmaniose humana, a frequéncia de monacitos inflamatdrios em pacientes com LC,
mostrou-se significantemente mais elevada em comparacdo aos controles saudaveis e

foram correlacionadas positivamente com o tamanho da lesdo (SOARES e cols, 2006).

De acordo com a nova classificacdo, 0s monocitos podem ser considerados
como classicos (CD147"CD16), intermediarios (CD147"CD16") e ndo-classicos (CD14
CD16™) (ZIEGLER-HEITBROCK, 2010). O papel dos diferentes subtipos de
mondcitos na leishmaniose cutanea ainda néo esta esclarecido. Decidimos entdo avaliar
ndo s6 a frequéncia e o grau de ativacdo destes mondcitos em pacientes com
leishmaniose, mas também se a adicdo de antigenos de S. mansoni alteraria o perfil

destas células em um estudo in vitro.

A adicdo dos antigenos rSm29 e PIII, as culturas de CMSP estimuladas com
SLA, aumentou a frequéncia de mondcitos ndo-classicos. Isto ndo era esperado, uma
vez que uma célula com elevada mobilidade e capacidade migratéria (WONG e cols,
2011; WONG e cols, 2012) poderia teoricamente contribuir para a metastase da

Leishmania e consequente desenvolvimento das formas mais graves da doenga, tais
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como as formas mucosa e disseminada. Foi observado, contudo, que os antigenos de S.
mansoni utilizados neste estudo, particularmente o PIII, diminuiram a expressdo de
HLA-DR, bem como a expressdo de moléculas co-estimuladoras B7.1 e B7.2 nos
diferentes subgrupos de mondécitos. Uma modulagdo da ativacdo de mondcitos é

desejavel na leishmaniose e pode resultar em um reduzido processo inflamatorio.

Em estudos recentes, tem sido descrito o papel dos diferentes subgrupos de
mondcitos em diversas doengas infecciosas (WONG e cols, 2012). Uma alta frequéncia
de subgrupos de mondcitos CD16" tem sido demonstrada em infeccdo por
Mycobacterium tuberculosis. Eles observaram expansdo de mondcitos intermediarios
(CD14""CD16") e monocitos ndo-classicos (CD14'CD16™) e isso pode estar
relacionado a uma alta producéo de IL-10 em pacientes com tuberculose (TB), desde
que a IL-10 é capaz de induzir a expressdo de CD16 in vitro (CASTANO e cols, 2011).
Similar a TB, as propor¢des dos mondcitos intermediarios e ndo-classicos foram
aumentadas na hepatite B (HBV), hepatite C (HCV), HIV e Dengue (ZHANG e cols,
2011; RODRIGUEZ-MUNOZ e cols, 2011; HAN e cols, 2009; AZEREDO e cols,
2010).

A imunidade mediada por células T é fundamental para a protecdo contra a
Leishmania spp. e a ativacdo das células T depende de sinais provenientes da interacao
entre a molécula co-estimulatéria CD28 aos seus ligantes B7.1 e B7.2 nas ceélulas
apresentadoras de antigenos (APCs) (HATHCOCK e cols, 1994). Nos avaliamos a
expressdo de CD28 nos linfécitos em culturas estimuladas com SLA na presenca ou
auséncia dos antigenos de S. mansoni e foi observado aumento da expressao desta
molécula nas células TCD8" em culturas estimuladas com rSm29, sugerindo uma
ativacdo destas células. Houve, entretanto, um aumento na expressdo de CTLA-4 em
células TCD4", uma molécula que é expressa para inibir a ativacdo de células T, quando
0 rSmTSP-2 e o PIII foram adicionados as culturas. Estudos in vitro mostraram que a
adicdo de anticorpo anti-CTLA-4, para bloguear a interacdo CD28-B7, em culturas de
CMSP de pacientes com LC, estimuladas com antigeno de Leishmania, modulou a
secrecdo de IFN-y, IL-10 e TNF (FAVALI e cols, 2005). Os nossos resultados sugerem
que as células TCD4" foram moduladas pela presenca dos antigenos rSmTSP-2 e PIII.
Estes antigenos também foram capazes de aumentar a frequéncia das células
regulatérias TCD4*CD25"¢"Foxp3*.
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Estudos prévios do nosso grupo mostraram que em individuos asmaéticos
infectados pelo S. mansoni havia expanséo de células TCD4" (OLIVEIRA e cols, 2009).
O uso de antigenos de S. mansoni modulou in vitro a resposta inflamatoria do tipo Th2
na asma, enquanto que induziu a producdo de IL-10 e a expressdao da molécula
reguladora, CTLA-4 em linfocitos T (SIMPSON e cols, 1990; OLIVEIRA e cols, 2009;
ARAUJO e cols, 2004). Em modelo murino de asma induzida por ovalbumina, a
inibicdo do processo inflamatério pulmonar, pela injecdo de ovos de S. mansoni ou pela
imunizacdo com os antigenos de S. mansoni Sm22.6, Pl e rSm29, foi associada a um
aumento no numero de células T CD4'CD25'Foxp3” e altos niveis de IL-10 (
CARDOSO e cols, 2012; PACIFICO e cols, 2009).

O tratamento convencional da leishmaniose cutdnea com antimonial
pentavalente (SBv) de um modo geral € eficaz. Esta droga pode, entretanto levar a
efeitos secundarios graves que incluem pancreatite, alteracOes de enzimas hepaticas e
arritmia cardiaca (BERMAN, 1997). A associacdo de imunomoduladores ao tratamento
convencional, tais como GM-CSF, aplicados em doses baixas localmente como terapia
adjuvante, acelera a cicatrizacdo de lesbes cronicas (JASCHKE e cols, 1999). Além
disso, Santos e cols (2004) observaram que o tratamento reduziu a dose necessaria do
antiménio e / ou a duracdo da terapia antimonial. Entretanto, porque GM-CSF pode ter
uma funcdo em ambas as respostas Thl e Th2, tem sido muito dificil elucidar sua
funcdo na leishmaniose. Estudos mostram que GM-CSF pode agravar a doenca,
induzindo proliferacdo de macrofago e facilitando a sobrevivéncia do parasito
intracelular e ndo estimula atividade leishmanicida destas células, aumentando assim, a
suscetibilidade a infeccdo (SOLBACH e cols, 1988; SOLBACH e LASKAY, 2000).

Estes estudos indicam que a modulacdo da resposta inflamatoria em pacientes
com LC esta associada com a cura da lesdo e da suporte a ideia de que a inibicdo da
resposta inflamatoria, logo apds a infeccdo por Leishmania, poderia evitar danos
teciduais. Outras drogas, tais como a pentoxifilina, que inibem a sintese de TNF quando
associada a terapia antimonial, aumenta a taxa de cura e diminuem o tempo de
cicatrizacdo da leishmaniose cutanea e mucosa (LESSA e cols, 2001; MACHADO e
cols, 2007). Portanto, a combinacdo de um tratamento convencional com uma estratégia
imunomoduladora pode ser mais eficaz na prevencdo ou diminuicao da lesdo tecidual na

leishmaniose cutanea ou mucosa.
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Estas drogas, entretanto, inibem a resposta imune e podem aumentar a
suscetibilidade a outras infeccdes, a exemplo de micro-organismos intracelulares. Tem
sido observado, por exemplo, que TNF é produzido em resposta as infeccbes por
Mycobacterium sp. e é importante no seu controle. A adicdo de TNF exdgeno as
culturas de células ou em animais infectados com Mycobacterium sp., tem sido
associada com o aumento da resisténcia a infec¢do, enquanto que a inibicdo de TNF
relaciona-se com a diminuigéo da resisténcia a este micro-organismo. A adi¢do de TNF
a macrofagos humanos ou murinos infectados com M. avium in vitro resultou em
aumento da morte intracelular da micobacteria (BERMUDEZ e cols, 1988; ERIKS e
cols, 1997; HSU e cols, 1995).

InfeccBes helminticas também parecem ter efeito modulat6rio sobre a resposta
imune. Estudo realizado por O'Neal e cols (2007), mostrou que pacientes com LC co-
infectados com helmintos tendiam a ter menores tamanhos de lesdes, no entanto no
modelo univariado, a presenca de co-infeccdo helmintica foi associada a retardo na
cicatrizacdo das lesdes. Os autores discutem que este efeito parece ser devido a uma
forte resposta imune Th2 induzida por infec¢cdes helminticas em detrimento da resposta
imune do tipo Thl, associada com a defesa do hospedeiro contra a infeccdo por
Leishmania spp. Em outro estudo, no entanto, a introducdo precoce da terapia anti-
helmintica ndo alterou os resultados em pacientes co-infectados com helmintos e L.
braziliensis (NEWLOVE e cols, 2011).

Neste contexto, os dados aqui apresentados sugerem que 0s antigenos de S.
mansoni sao capazes de regular a resposta de monacitos e de linfécitos T ao antigeno de
Leishmania, in vitro, possivelmente através de mecanismos que envolvem a sinalizacao
negativa por CTLA-4 e a acdo das células T regulatérias. Este conhecimento pode
contribuir para o desenvolvimento de futuras estratégias para prevenir e/ou tratar a

leishmaniose cutanea e mucosa.
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7. CONCLUSOES

Os antigenos do S. mansoni rSm29, rSmTSP-2 e Pl induzem a producdo de IL-10 e
IL-5 na leishmaniose cutanea e sdo capazes de controlar a resposta inflamatéria do tipo
Thl in vitro num grupo de pacientes. Esta modulagdo parece envolver também a
sinalizacdo negativa por CTLA-4 e a acdo de células T regulatorias. Este conhecimento
pode contribuir para o desenvolvimento de futuras estratégias para a prevencao e

tratamento da leishmaniose cutanea e mucosa.



66

REFERENCIAS

ABBAS, A. K. Lichtman, A. H., Pillai, S. Imunologia Celular e Molecular, 7° ed. Rio
de Janeiro: Elsevier, 2012.

Almeida R, D'Oliveira A, Jr., Machado P, Bacellar O, Ko Al, de Jesus AR, Mobashery
N, Brito Santos J, Carvalho EM: Randomized, double-blind study of stibogluconate
plus human granulocyte macrophage colony-stimulating factor versus stibogluconate
alone in the treatment of cutaneous leishmaniasis. J Infect Dis, 180:1735-1737, 1999.

Almeida RP, Brito J, Machado PL, AR DEJ, Schriefer A, Guimaraes LH, Carvalho EM:
Successful treatment of refractory cutaneous leishmaniasis with GM-CSF and
antimonials. Am J Trop Med Hyg, 73:79-81, 2005.

Amato Neto, Vicente e cols Parasitologia: uma abordagem clinica. Rio de Janeiro:
Elsevier, 2008.

Antonelli LR, Dutra WO, Oliveira RR, Torres KC, Guimaraes LH, Bacellar O, Gollob
KJ. Disparate immunoregulatory potentials for double-negative (CD4- CD8-) alpha beta
and gamma delta T cells from human patients with cutaneous leishmaniasis. Infect
Immun, 74:6317-6323, 2006.

Araujo MI, Lopes AA, Medeiros M, Cruz AA, Sousa-Atta L, Solé D, Carvalho EM.
Inverse association between skin response to aeroallergens and Schistosoma mansoni
infection. Int Arch Allergy Immunol. 2000 Oct;123(2):145-8.

Araujo MI, Hoppe B, Medeiros M, Jr., Alcantara L, Almeida MC, Schriefer A, Oliveira
RR, Kruschewsky R, Figueiredo JP, Cruz AA, Carvalho EM. Impaired T Helper 2
Response to Aeroallergen in Helminth-Infected Patients with Asthma. J Infect Dis,
190:1797-1803, 2004.

Araujo MI, Hoppe BS, Medeiros M, Jr., Carvalho EM. Schistosoma mansoni infection
modulates the immune response against allergic and auto-immune diseases. Mem Inst
Oswaldo Cruz, 99:27-32, 2004.

Atochina O, Harn D: Prevention of psoriasis-like lesions development in fsn/fsn mice
by helminth glycans. Exp Dermatol, 15:461-468, 2006.

Azeredo EL, Neves-Souza PC, Alvarenga AR, Reis SR, Torrentes-Carvalho A, Zagne
SM, Nogueira RM, Oliveira-Pinto LM, Kubelka CF. Differential regulation of toll-like
receptor-2, toll-like receptor-4, CD16 and human leucocyte antigen-DR on peripheral
blood monocytes during mild and severe dengue fever. Immunology, 130:202-216,
2010.

Bacellar O, Lessa H, Schriefer A, Machado P, Ribeiro de Jesus A, Dutra WO, Gollob
KJ, Carvalho EM. Up-regulation of Thl-type responses in mucosal leishmaniasis
patients. Infect Immun, 70:6734-6740, 2002.

Bacellar O, Faria D, Nascimento M, Cardoso TM, Gollob KJ, Dutra WO, Scott P,
Carvalho EM. Interleukin 17 production among patients with American cutaneous
leishmaniasis. J Infect Dis. 2009 Jul 1;200(1):75-8.



67

Baecher-Allan C, Brown JA, Freeman GJ, Hafler DA. CD4+CD25high regulatory cells
in human peripheral blood. J Immunol, 167:1245-1253, 2001.

Bafica AM, Cardoso LS, Oliveira SC, Loukas A, Varela GT, Oliveira RR, Bacellar O,
Carvalho EM, Araujo MI: Schistosoma mansoni antigens alter the cytokine response in
vitro during cutaneous leishmaniasis. Mem Inst Oswaldo Cruz, 106:856-863, 2011.

Bafica AM, Cardoso LS, Oliveira SC, Loukas A, Goes A, Oliveira RR, Carvalho EM,
Araujo MI: Changes in T-cell and Monocyte phenotypes in vitro by S. mansoni antigens
in cutaneous leishmaniasis patients. J. parasitol res.2012.

Belkaid Y, Piccirillo CA, Mendez S, Shevach EM, Sacks DL. CD4+CD25+ regulatory
T cells control Leishmania major persistence and immunity. Nature, 420:502-507,
2002.

Belkaid Y, Tarbell K: Regulatory T cells in the control of host-microorganism
interactions (*). Annu Rev Immunol, 27:551-589, 2009.

Belkaid Y., Hoffmann K. F., Mendez S., Kamhawi S., Udey M. C., Wynn T. A. and
Sacks D. L. The role of interleukin (IL)-10 in the persistence of Leishmania major in
the skin after healing and the therapeutic potential of anti-IL-10 receptor antibody for
sterile cure. J Exp Med 194, 1497-506, 2001.

Berman J. D. (1997) Human leishmaniasis: clinical, diagnostic, and chemotherapeutic
developments in the last 10 years. Clin Infect Dis 24, 684-703.

Bermudez, L. E. M., and L. S. Young. 1988. Tumor necrosis factor, alone or in
combination with IL-2, but not IFN-g, is associated with macrophage Killing of
Mycobacterium avium complex. J. Immunol. 140:3006-3013.

Bittencourt AL, Barral A. Evaluation of the histopathological classifications of
American cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis. Memadrias do Instituto Oswaldo
Cruz 86: 51-56, 1991.

Bittencourt AL, de Freitas LA, Pompeu ML, Vieira ML, Barral A. Distinct
ultrastructural aspects in different biopsies of a single patient with diffuse cutaneous
leishmaniasis. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz 85: 53-59, 1990.

Bogdan C, Rollinghoff M, Diefenbach A. The role of nitric oxide in innate immunity.
Immunology Review 173: 17-26, 2000.

Bogdan C, Vodovotz Y, Nathan C. Macrophage deactivation by interleukin 10. Journal
of Experimental Medicine 174: 1549-1555, 1991.

Bogdan C., Gessner A., Solbach W. and Rollinghoff M. (1996) Invasion, control and
persistence of Leishmania parasites. Curr Opin Immunol 8, 517-25.

Bomfim G, Nascimento C, Costa J, Carvalho EM, Barral- Netto M, Barral A. Variation
of cytokine patterns related to therapeutic response in diffuse cutaneous leishmaniasis.
Experimental Parasitology 84: 188-194, 1996.



68

Booth, M., J. K. Mwatha, e cols Periportal fibrosis in human Schistosoma mansoni
infection is associated with low IL-10, low IFN-gamma, high TNF-alpha, or low
RANTES, depending on age and gender. J Immunol. v. 172, n. 2, p. 1295- 303. 2004.

Bottrel RL, Dutra WO, Martins FA, Gontijo B, Carvalho E, Barral-Netto M, Barral A,
Almeida RP, Mayrink W, Locksley R, Gollob KJ. Flow cytometric determination of
cellular sources and frequencies of key cytokine producing lymphocytes directed
against recombinant LACK and soluble Leishmania antigen in human cutaneous
leishmaniasis. Infection & Immunity 69: 3232-3239, 2001.

Bourreau E, Ronet C, Darcissac E, Lise MC, Sainte Marie D, Clity E, Tacchini-Cottier
F, Couppie P, Launois P. Intralesional regulatory T-cell suppressive function during
human acute and chronic cutaneous leishmaniasis due to Leishmania guyanensis. Infect
Immun. 2009 Apr;77(4):1465-74.

Braschi S, Wilson RA. Proteins exposed at the adult schistosome surface revealed by
biotinylation. Mol Cell Proteomics. 2006 Feb;5(2):347-56.

Braschi S, Curwen RS, Ashton PD, Verjovski-Almeida S, Wilson A. The tegument
surface membranes of the human blood parasite Schistosoma mansoni: a proteomic
analysis after differential extraction. Proteomics. 2006 Mar;6(5):1471-82.

Brodskyn CI, DeKrey GK, Titus RG. Influence of co-stimulatory molecules on immune
response to Leishmania major by human cells in vitro. Infect Immun, 69:665-672, 2001.

Brunet, L. R., F. D. Finkelman, e cols IL-4 protects against TNF-alpha-mediated
cachexia and death during acute schistosomiasis. J Immunol. v. 159, n. 2, p. 777-85.
1997.

Buates, S. and Matlashewski, 1999. Treatment of experimental leishmaniasis with
imunomodulators imiquimod and S-28463: Efficacy mode of action. J. infection
Dis.,179: 1485-1494.

Cardoso FC, Pinho JM, Azevedo V, Oliveira SC: Identification of a new Schistosoma
mansoni membrane-bound protein through bioinformatic analysis. Genet Mol Res,
5:609-618, 2006.

Cardoso, F. C., G. C. Macedo, et al. Schistosoma mansoni Tegument Protein Sm29 Is
Able to Induce a Thl-Type of Immune Response and Protection against Parasite
Infection. PLoS Negl Trop Dis. v. 2, n. 10, p. €308. 2008.

Cardoso, F. C., R. N. Pacifico, et al. Human antibody responses of patients living in
endemic areas for schistosomiasis to the tegumental protein Sm29 identified through
genomic studies. Clin Exp Immunol. v. 144, n. 3, p. 382-91. 2006.

Cardoso L. S., Oliveira S. C., Goes A. M., Oliveira R. R., Pacifico L. G., Marinho F. V.,
Fonseca C. T., Cardoso F. C., Carvalho E. M. and Araujo M. I. (2010). Schistosoma
mansoni antigens modulate the allergic response in a murine model of ovalbumin-
induced airway inflammation. Clin Exp Immunol 160, 266-74.



69

Cardoso LS, Araujo MI, Goes AM, Pacifico LG, Oliveira RR, Oliveira SC. Polymyxin
B as inhibitor of LPS contamination of Schistosoma mansoni recombinant proteins in
human cytokine analysis. Microb Cell Fact, 6:1, 2007.

Cardoso LS, Oliveira SC, Araujo MI: Schistosoma mansoni antigens as modulators of
the allergic inflammatory response in asthma. Endocr Metab Immune Disord Drug
Targets, 12:24-32, 2012.

Cardoso LS, Oliveira SC, Souza RP, Goes AM, Oliveira RR, Alcantara LM, Araujo Ml:
Schistosoma mansoni antigens modulate allergic response in vitro in cells of asthmatic
individuals. Drug Development Research, 72:538-548, 2011.

Carmo, E. (1999). Morbidade e mortalidade por esquistossomose mansonica na regido
Nordeste do Brasil. Istituto de Saude Coletiva. Salvador, Universidade Federal da
Bahia.

Carvalho EM, Johnson WD, Barreto E, Marsden PD, Costa JLM, Reed S, Rocha H.
Cell mediated immunity in American cutaneous and mucosal leishmaniasis. Journal of
Immunology, 135: 4144-8, 1985.

Carvalho EM, Bacellar O, Brownell C, Regis T, Coffman RL, Reed SG. Restoration of
IFN-gamma production and lymphocyte proliferation in visceral leishmaniasis. Journal
of Immunology 152: 5949-5956, 1994.

Castafio D, Garcia LF, Rojas M. Increased frequency and cell death of CD16+
monocytes with Mycobacterium tuberculosis infection. Tuberculosis (Edinb). 2011
Sep;91(5):348-60.

Chitsulo, L., D. Engels, A. Montresor and L. Savioli (2000). "The global status of
schistosomiasis and its control.” Acta Trop 77(1): 41-51.

Cooke A, Tonks P, Jones FM, O'Shea H, Hutchings P, Fulford AJ, Dunne DW.
Infection with Schistosoma mansoni prevents insulin dependent diabetes mellitus in
non-obese diabetic mice. Parasite Immunol, 21:169-176, 1999.

Cooper P. J., Chico M. E., Rodrigues L. C., Ordonez M., Strachan D., Griffin G. E. and
Nutman T. B. (2003). Reduced risk of atopy among school-age children infected with
geohelminth parasites in a rural area of the tropics. J Allergy Clin Immunol 111, 995-
1000.

Correa-Oliveira, R., L. C. Malaquias, e cols Cytokines as determinants of resistance and
pathology in human Schistosoma mansoni infection. Braz J Med Biol Res. v. 31, n. 1, p.
171-7. 1998.

Cros J, Cagnard N, Woollard K, Patey N, Zhang SY, Senechal B, Puel A, Biswas SK,
Moshous D, Picard C, e cols Human CD14dim monocytes patrol and sense nucleic
acids and viruses via TLR7 and TLR8 receptors. Immunity, 33:375-386, 2010.

Del Prete, G., M. De Carli, F. Almerigogna, M. G. Giudizi, R. Biagiotti and S.
Romagnani (1993). "Human IL-10 is produced by both type 1 helper (Thl) and type 2
helper (Th2) T cell clones and inhibits their antigen-specific proliferation and cytokine
production.” J Immunol 150(2): 353-60.



70

Desjeux P. (2001).The increase in risk factors for leishmaniasis worldwide. Trans R Soc
Trop Med Hyg 95, 239-43.

Desjeux P: Leishmaniasis. Public health aspects and control. Clin Dermatol, 14:417-
423, 1996.

Elliott, D. E., J. Li, e cols Exposure to schistosome eggs protects mice from TNB
Sinduced colitis. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. v. 284, n. 3, p. G385-91.
2003.

Elloso MM, Scott P. Expression and contribution of B7-1 (CD80) and B7-2 (CD86) in
the early immune response to Leishmania major infection. J Immunol. 1999 Jun
1;162(11):6708-15.

Eriks, I. S., and C. L. Emerson. 1997. Temporal effect of tumor necrosis factor alpha on
murine macrophages infected with Mycobacterium avium. Infect. Immun. 65:2100-
2106.

Faria D. R., Gollob K. J., Barbosa J., Jr., Schriefer A., Machado P. R., Lessa H.,
Carvalho L. P., Romano-Silva M. A., de Jesus A. R., Carvalho E. M. and Dutra W. O.
(2005) Decreased in situ expression of interleukin-10 receptor is correlated with the
exacerbated inflammatory and cytotoxic responses observed in mucosal leishmaniasis.
Infect Immun 73, 7853-9.

Favali C, Costa D, Afonso L, Conceicao V, Rosato A, Oliveira F, Costa J, Barral A,
Barral-Netto M, Brodskyn CI: Role of co-stimulatory molecules in immune response of
patients with cutaneous leishmaniasis. Microbes Infect, 7:86-92, 2005.

Follador I, Araujo C, Bacellar O, Araujo CB, Carvalho LP, Almeida RP, Carvalho EM.
Epidemiologic and immunologic findings for the subclinical form of Leishmania
braziliensis infection. Clin Infect Dis, 34:E54-58, 2002.

Gaze ST, Dutra WO, Lessa M, Lessa H, Guimaraes LH, Jesus AR, Carvalho LP,
Machado P, Carvalho EM, Gollob KJ. Mucosal leishmaniasis patients display an
activated inflammatory T-cell phenotype associated with a nonbalanced monocyte
population. Scand J Immunol, 63:70-78, 2006.

Guimardes, LH, Machado PL, et al. Clinical Aspects of Tegumentary Leishmaniasis.
Gaz. méd. Bahia 2005;75:1(Jan-Jun):66-74.

Gustavson, S., C. S. Zouain, et al. Modulation of granulomatous hypersensitivity
against Schistosoma mansoni eggs in mice vaccinated with culture-derived
macrophages loaded with PIII. Parasitol Int. v. 51, n. 3, p. 259-69. 2002.

Han J, Wang B, Han N, Zhao Y, Song C, Feng X, Mao Y, Zhang F, Zhao H, Zeng H:
CD14(high)CD16(+) rather than CD14(low)CD16(+) monocytes correlate with disease
progression in chronic HIV-infected patients. J Acquir Immune Defic Syndr, 52:553-
559, 2009.

Hashimoto T, Akiyama K, Kobayashi N, Mori A. Comparison of IL-17 production by
helper T cells among atopic and nonatopic asthmatics and control subjects. Int Arch
Allergy Immunol. 2005;137 Suppl 1:51-4.



71

Hathcock KS, Laszlo G, Pucillo C, Linsley P, Hodes RJ. Comparative analysis of B7-1
and B7-2 co-stimulatory ligands: expression and function. J Exp Med, 180:631-640,
1994,

Hesse M, Piccirillo CA, Belkaid Y, Prufer J, Mentink-Kane M, Leusink M, Cheever
AW, Shevach EM, Wynn TA. The pathogenesis of schistosomiasis is controlled by
cooperating I1L-10-producing innate effector and regulatory T cells. J Immunol,
172:3157-3166, 2004.

Hirsch C, Goes AM: Characterization of fractionated Schistosoma mansoni soluble
adult worm antigens that elicit human cell proliferation and granuloma formation in
vitro. Parasitology, 112 ( Pt 6):529-535, 1996.

Hirsch C, Zouain CS, Alves JB, Goes AM: Induction of protective immunity and
modulation of granulomatous hypersensitivity in mice using PII1, an anionic fraction of
Schistosoma mansoni adult worm. Parasitology, 115 ( Pt 1):21-28, 1997.

Hoffmann, K. F., A. W. Cheever, e cols IL-10 and the dangers of immune polarization:
excessive type 1 and type 2 cytokine responses induce distinct forms of lethal
immunopathology in murine schistosomiasis. J Immunol. v. 164, n. 12, p. 6406-16.
2000.

Hsu, N., L. S. Young, and L. E. Bermudez. 1995. Response to stimulation with
recombinant cytokines and synthesis of cytokines by murine intestinal macrophages
infected with the Mycobacterium avium complex. Infect. Immun. 63:528-533.

Ito S., Ansari P., Sakatsume M., Dickensheets H., Vazquez N., Donnelly R. P., Larner
A. C. and Finbloom D. S. (1999) Interleukin-10 inhibits expression of both interferon
alpha- and interferon gamma- induced genes by suppressing tyrosine phosphorylation of
STATL. Blood 93, 1456-63.

Jaschke E., Zabernigg A. and Gattringer C. (1999) Recombinant human granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor applied locally in low doses enhances healing
and prevents recurrence of chronic venous ulcers. Int J Dermatol 38, 380-6.

Jones T.C. The effects of rhGM-CSF on macrophage function. Eur J Cancer. 1993;29A
Suppl 3:510-3. Review.

Jones T. C., Johnson W. D., Jr., Barretto A. C., Lago E., Badaro R., Cerf B., Reed S. G.,
Netto E. M., Tada M. S., Franca T. F. and e cols (1987) Epidemiology of American
cutaneous leishmaniasis due to Leishmania braziliensis. J Infect Dis 156, 73-83.

Kim WK, Sun Y, Do H, Autissier P, Halpern EF, Piatak M, Jr., Lifson JD, Burdo TH,
McGrath MS, Williams K. Monocyte heterogeneity underlying phenotypic changes in
monocytes according to SIV disease stage. J Leukoc Biol, 87:557-567, 2010.

La Flamme, A. C., K. Ruddenklau, e cols Schistosomiasis decreases central nervous
system inflammation and alters the progression of experimental autoimmune
encephalomyelitis. Infect Immun. v. 71, n. 9, p. 4996-5004. 2003.

Lambertucci, J. R. Acute schistosomiasis: clinical, diagnostic and therapeutic features.
Rev Inst Med Trop Sao Paulo. v. 35, n. 5, p. 399-404. 1993.



72

Lessa HA, Machado P, Lima F, Cruz AA, Bacellar O, Guerreiro J, Carvalho EM:
Successful treatment of refractory mucosal leishmaniasis with pentoxifylline plus
antimony. Am J Trop Med Hyg, 65:87-89, 2001.

Lieschke GJ, Burgess AW (1992). Granulocyte colony stimulating factor and
granulocyte-macrophage colony stimulating factor. N Engl J Med, 327, 28-35, 99-106.

Liew F. Y., Li Y. and Millott S. (1991) Tumor necrosis factor-alpha synergizes with
IFN-gamma in mediating killing of Leishmania major through the induction of nitric
oxide. J Immunol 145, 4306-10.

Machado P. R., Lessa H., Lessa M., Guimaraes L. H., Bang H., Ho J. L. and Carvalho
E. M. (2007) Oral pentoxifylline combined with pentavalent antimony: a randomized
trial for mucosal leishmaniasis. Clin Infect Dis 44, 788-93.

Matsuzaki G, Umemura M. Interleukin-17 as an effector molecule of innate and
acquired immunity against infections. Microbiol Immunol. 2007;51(12):1139-47.

McKee, A. S. and E. J. Pearce. CD25+CD4+ cells contribute to Th2 polarization during
helminth infection by suppressing Thl response development. J Immunol. v. 173, n. 2,
p. 1224-31. 2004.

McSorley S, Proudfoot L, O’Donnell CA, Liew FY 1996. Immunology of murine
leishmaniasis. Clin Dermatol 14: 451-464.

Medeiros M., Jr., Almeida M. C., Figueiredo J. P., Atta A. M., Mendes C. M., Araujo
M. I., Taketomi E. A., Terra S. A, Silva D. A. and Carvalho E. M. (2004) Low
frequency of positive skin tests in asthmatic patients infected with Schistosoma mansoni
exposed to high levels of mite allergens. Pediatr Allergy Immunol 15, 142-7.

Medeiros M., Jr., Figueiredo J. P., Almeida M. C., Matos M. A., Araujo M. ., Cruz A.
A., Atta A. M., Rego M. A,, de Jesus A. R., Taketomi E. A. and Carvalho E. M. (2003)
Schistosoma mansoni infection is associated with a reduced course of asthma. J Allergy
Clin Immunol 111, 947-51.

Montenegro, S. M., P. Miranda, e cols Cytokine production in acute versus chronic
human Schistosomiasis mansoni: the cross-regulatory role of interferon gamma and
interleukin-10 in the responses of peripheral blood mononuclear cells and splenocytes to
parasite antigens. J Infect Dis. v. 179, n. 6, p. 1502- 14. 1999.

Moseley TA, Haudenschild DR, Rose L, Reddi AH. Interleukin-17 family and IL-17
receptors. Cytokine Growth Factor Rev. 2003 Apr;14(2):155-74. Review.

Murray H. W. and Cartelli D. M. (1983) Killing of intracellular Leishmania donovani
by human mononuclear phagocytes. Evidence for oxygen-dependent and -independent
leishmanicidal activity. J Clin Invest 72, 32-44.

Murray H. W., Rubin B. Y. and Rothermel C. D. (1983) Killing of intracellular
Leishmania donovani by lymphokine-stimulated human mononuclear phagocytes.
Evidence that interferon-gamma is the activating lymphokine. J Clin Invest 72, 1506-
10.



73

Netto EM, Marsden PD, Llanos-Cuentas EA, Costa JML, Cuba CC, Barreto AC,
Badaré R, Johnson WD, Jones TC. Long-term follow-up of patients with Leishmania
(Viannia) braziliensis infection and treated with Glucantime. Transaction Royal Society
Tropical Medicine Hygiene 84: 367-370, 1990.

NEVES, David P. Parasitologia Humana. 11. ed. S&o Paulo: Atheneu, 2011.

Newlove T., Guimaraes L. H., Morgan D. J., Alcantara L., Glesby M. J., Carvalho E.
M. and Machado P. R. (2011) Antihelminthic Therapy and Antimony in Cutaneous
Leishmaniasis: A Randomized, Double-Blind, Placebo-Controlled Trial in Patients Co-
Infected with Helminths and Leishmania braziliensis. Am J Trop Med Hyg 84, 551-5.

Oliveira RR, Gollob KJ, Figueiredo JP, Alcantara LM, Cardoso LS, Aquino CS,
Campos RA, Almeida MC, Carvalho EM, Araujo MI. Schistosoma mansoni infection
alters co-stimulatory molecule expression and cell activation in asthma. Microbes
Infect, 11:223-229, 2009.

O'Neal SE, Guimaraes LH, Machado PR, Alcantara L, Morgan DJ, Passos S, Glesby
MJ, Carvalho EM: Influence of helminth infections on the clinical course of and
immune response to Leishmania braziliensis cutaneous leishmaniasis. J Infect Dis,
195:142-148, 2007.

Pacifico, L. G., C. T. Fonseca, e cols Immunization with Schistosoma mansoni 22.6 kDa
antigen induces partial protection against experimental infection in a recombinant
protein form but not as DNA vaccine. Immunobiology. v. 211, n. 1-2, p. 97-104. 2006.

Pacifico LG, Marinho FA, Fonseca CT, Barsante MM, Pinho V, Sales-Junior PA,
Cardoso LS, Araujo MI, Carvalho EM, Cassali GD, e cols Schistosoma mansoni
antigens modulate experimental allergic asthma in a murine model: a major role for
CD4+ CD25+ Foxp3+ T cells independent of interleukin-10. Infect Immun, 77:98-107,
2009.

Passlick B, Flieger D, Ziegler-Heitbrock HW. Identification and characterization of a
novel monocyte subpopulation in human peripheral blood. Blood, 74:2527-2534, 1989.

Pearce, E. J. and A. S. MacDonald. The immunobiology of schistosomiasis. Nat Rev
Immunol. v. 2, n. 7, p. 499-511. 2002.

Pearson MS, Pickering DA, McSorley HJ, Bethony JM, Tribolet L, Dougall AM, Hotez
PJ, Loukas A. Enhanced protective efficacy of a chimeric form of the schistosomiasis
vaccine antigen Sm-TSP-2. PLoS Negl Trop Dis, 6:e1564, 2011.

Rabello, A. L., M. M. Garcia, R. A. Pinto da Silva, R. S. Rocha and N. Katz (1997).
"Humoral immune responses in patients with acute Schistosoma mansoni infection who
were followed up for two years after treatment.” Clin Infect Dis 24(3): 304-8.

Read, S. and F. Powrie (2001). "CD4(+) regulatory T cells." Curr Opin Immunol 13(6):
644-9.

Reed SG, Carvalho EM, Sherbert CH, Sampaio DP, Russo DM, Bacelar O, Pihl DL,
Scott JM, Barral A, Grabstein KH, e cols In vitro responses to Leishmania antigens by



74

lymphocytes from patients with leishmaniasis or Chagas' disease. J Clin Invest, 85:690-
696, 1990.

Ribeiro de Jesus A., Luna T., Pacheco de Almeida R., Machado P. R. and Carvalho E.
M. (2008) Pentoxifylline down modulate in vitro T cell responses and attenuate
pathology in Leishmania and HTLV-I infections. Int Immunopharmacol 8, 1344-53.

Ribeiro-de-Jesus A, Almeida RP, Lessa H, Bacellar O, Carvalho EM. Cytokine profile
and pathology in human leishmaniasis. Braz J Med Biol Res, 31:143-148, 1998.

Rocha PN, Almeida RP, Bacellar O, de Jesus AR, Filho DC, Filho AC, Barral A,
Coffman RL, Carvalho EM. Down-regulation of Thl type of response in early human
American cutaneous leishmaniasis. J Infect Dis, 180:1731-1734, 1999.

Rodriguez-Munoz Y, Martin-Vilchez S, Lopez-Rodriguez R, Hernandez-Bartolome A,
Trapero-Marugan M, Borque MJ, Moreno-Otero R, Sanz-Cameno P: Peripheral blood
monocyte subsets predict antiviral response in chronic hepatitis C. Aliment Pharmacol
Ther, 34:960-971, 2011.

Romagnani C, Della Chiesa M, Kohler S, Moewes B, Radbruch A, Moretta L, Moretta
A, Thiel A. Activation of human NK cells by plasmacytoid dendritic cells and its
modulation by CD4+ T helper cells and CD4+ CD25hi T regulatory cells. Eur J
Immunol, 35:2452-2458, 2005.

Rossol M, Kraus S, Pierer M, Baerwald C, Wagner U. The CD14(bright) CD16+
monocyte subset is expanded in rheumatoid arthritis and promotes expansion of the
Th17 cell population. Arthritis Rheum, 64:671-677, 2011.

Royer, B., S. Varadaradjalou, P. Saas, J. J. Guillosson, J. P. Kantelip and M. Arock
(2001). "Inhibition of IgE-induced activation of human mast cells by IL-10." Clin Exp
Allergy 31(5): 694-704.

Saenz RE, de Rodrigues CG, Johnson CM, Berman JD. Efficacy and toxicity of
pentostam against panamensis mucosal leishmaniasis. American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene 44: 394-398, 1991.

Salhi A, Rodrigues V Jr, Santoro F, Dessein H, Romano A, Castellano LR, Sertorio M,
Rafati S, Chevillard C, Prata A, Alcais A, Argiro L, Dessein A. Immunological and
genetic evidence for a crucial role of IL-10 in cutaneous lesions in humans infected with
Leishmania braziliensis. J Immunol. 2008 May 1;180(9):6139-48.

Santos JB, de Jesus AR, Machado PR, Magalhaes A, Salgado K, Carvalho EM,
Almeida RP: Antimony plus recombinant human granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor applied topically in low doses enhances healing of cutaneous
Leishmaniasis ulcers: a randomized, double-blind, placebo-controlled study. J Infect
Dis, 190:1793-1796, 2004.

Schriefer A, Schriefer AL, Goes-Neto A, Guimaraes LH, Carvalho LP, Almeida RP,
Machado PR, Lessa HA, de Jesus AR, Riley LW, Carvalho EM. Multiclonal
Leishmania braziliensis population structure and its clinical implication in a region of
endemicity for American tegumentary leishmaniasis. Infect Immun, 72:508-514, 2004.



75

Sewell D, Qing Z, Reinke E, Elliot D, Weinstock J, Sandor M, Fabry Z.
Immunomodulation of experimental autoimmune encephalomyelitis by helminth ova
immunization. Int Immunol, 15:59-69, 2003.

Sher, A., D. Fiorentino, e cols Production of IL-10 by CD4+ T lymphocytes correlates
with down-regulation of Thl cytokine synthesis in helminth infection. J Immunol. v.
147, n. 8, p. 2713-6. 1991.

Silveira, A. M., G. Gazzinelli, e cols Human Schistosomiasis mansoni: intensity of
infection differentially affects the production of interleukin-10, interferon gamma and
interleukin-13 by soluble egg antigen or adult worm antigen stimulated cultures. Trans
R Soc Trop Med Hyg. v. 98, n. 9, p. 514-9. 2004.

Simpson AJ, Hagan P, Hackett F, Omer Ali P, Smithers SR. Epitopes expressed on very
low Mr Schistosoma mansoni adult tegumental antigens conform to a general pattern of
life-cycle cross-reactivity. Parasitology, 100 Pt 1:73-81, 1990.

Soares G, Barral A, Costa JM, Barral-Netto M, Van Weyenbergh J. CD16+ monocytes
in human cutaneous leishmaniasis: increased ex vivo levels and correlation with clinical
data. J Leukoc Biol, 79:36-39, 2006.

Solbach W, Bodendorfer B, Greil J, Réllinghoff M. Mem Inst Oswaldo Cruz. 1988
Nov;83 Suppl 1:407-10.The role of granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
in the pathogenesis of experimental murine leishmaniasis.

Solbach W., Laskay T., The host response to Leishmania infection, Adv. Immunol. 74
(2000) 275-317.

Tran MH, Pearson MS, Bethony JM, Smyth DJ, Jones MK, Duke M, Don TA,
McManus DP, Correa-Oliveira R, Loukas A. Tetraspanins on the surface of
Schistosoma mansoni are protective antigens against schistosomiasis. Nat Med, 12:835-
840, 2006.

Turetz ML, Machado PR, Ko Al, Alves F, Bittencourt A, Almeida RP, Mobashery N,
Johnson WD Jr, Carvalho EM. Disseminated leishmaniasis: a new and emerging form
of leishmaniasis observed in northeastern Brazil. Journal of Infectious Diseases 186:
1829-1834, 2002.

van der Kleij D., Latz E., Brouwers J. F., Kruize Y. C., Schmitz M., Kurt-Jones E. A,
Espevik T., de Jong E. C., Kapsenberg M. L., Golenbock D. T., Tielens A. G. and
Yazdanbakhsh M. (2002) A novel host-parasite lipid cross-talk. Schistosomal lyso-
phosphatidylserine activates toll-like receptor 2 and affects immune polarization. J Biol
Chem 277, 48122-9.

van der Kleij D., van den Biggelaar A. H., Kruize Y. C., Retra K., Fillie Y., Schmitz M.,
Kremsner P. G., Tielens A. G. and Yazdanbakhsh M. (2004) Responses to Toll-like
receptor ligands in children living in areas where schistosome infections are endemic. J
Infect Dis 189, 1044-51.

Velupillai, P., E. A. dos Reis, e cols Lewis(x)-containing oligosaccharide attenuates
schistosome egg antigen-induced immune depression in human schistosomiasis. Hum
Immunol. v. 61, n. 3, p. 225-32. 2000.



76

Walunas TL, Lenschow DJ, Bakker CY, Linsley PS, Freeman GJ, Green JM,
Thompson CB, Bluestone JA. CTLA-4 can function as a negative regulator of T cell
activation. Immunity, 1:405-413, 1994.

WHO/TDR (2002). Strategic Direction for Research: Schistosomiasis.

Wong KL, Tai JJ, Wong WC, Han H, Sem X, Yeap WH, Kourilsky P, Wong SC. Gene
expression profiling reveals the defining features of the classical, intermediate, and non-
classical human monocyte subsets. Blood, 118:e16-31, 2011.

Wong KL, Yeap WH, Tai JJ, Ong SM, Dang TM, Wong SC.The three human monocyte
subsets: implications for health and disease. Immunol Res, 53:41-57, 2012 .

Yagi H, Nomura T, Nakamura K, Yamazaki S, Kitawaki T, Hori S, Maeda M, Onodera
M, Uchiyama T, Fujii S, Sakaguchi S. Crucial role of FOXP3 in the development and
function of human CD25+CD4+ regulatory T cells. Int Immunol, 16:1643-1656, 2004.

Zaccone, P., Z. Fehervari, et al. Schistosoma mansoni antigens modulate the activity of
the innate immune response and prevent onset of type 1 diabetes. Eur J Immunol. v. 33,
n. 5, p. 1439-49. 2003.

Zhang JY, Zou ZS, Huang A, Zhang Z, Fu JL, Xu XS, Chen LM, Li BS, Wang FS.
Hyper-activated pro-inflammatory CD16 monocytes correlate with the severity of liver
injury and fibrosis in patients with chronic hepatitis B. PLoS One, 6:e17484, 2011.

Ziegler-Heitbrock L, Ancuta P, Crowe S, Dalod M, Grau V, Hart DN, Leenen PJ, Liu
YJ, MacPherson G, Randolph GJ, et al. Nomenclature of monocytes and dendritic cells
in blood. Blood, 116:e74-80, 2010.

Ziegler-Heitbrock L. The CD14+ CD16+ blood monocytes: their role in infection and
inflammation. J Leukoc Biol, 81:584-592, 2007.

Zouain, C. S., P. L. Falcao, T. S. Goes, M. F. Leite and A. M. Goes (2004).
"Schistosoma mansoni PIIl antigen modulates in vitro granuloma formation by
regulating CD28, CTLA-4, and CD86 expression in humans.” Immunol Lett 91(2-3):
113-8.

Zouain, C. S., S. Gustavson, S. C. Oliveira, V. Azevedo, J. B. Alves and A. M. Goes
(2001). "The role of IL-10 and IgGL1 in the protection and granulomatous response in
Schistosoma mansoni P24-immunized mice." Vaccine 19(9-10): 11218-24.



77

ANEXOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAR DO ESTUDO

Nome do Projeto: Avaliacdo da capacidade de antigenos do Schistosoma mansoni em

modular a resposta de mondcitos e linfécitos de individuos com leishmaniose cutanea

Investigador Principal: Maria llma Andrade Santos Araujo, Médica, Servico Imunologia,
Hospital Universitario Prof. Edgard Santos — UFBA, Rua Jodo da Botas s/n, Canela, CEP
40.110-160, Salvador-BA

Nome do Paciente:

Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo
avaliar se produtos do verme Schistosma mansoni s3ao capazes de prevenir a
inflamagao que causa a leishmaniose. Esta participagdo implica na sua concordancia
em submeter-se, periodicamente, durante um ano, aproximadamente, a exames para
determinar a presenca de leishmaniose, que consistem em: responder a um
guestionario com perguntas sobre essas doengas, submeter-se a exames clinicos, além

da coleta de amostras de sangue e de amostras de fezes.

Além das informacgdes aqui presentes vocé pode perguntar tudo sobre o estudo ao seu

médico.

Participacao Voluntaria:

A sua participacao no estudo é voluntaria e vocé estara contribuindo para o melhor

entendimento da sua doenca. Vocé é livre para recusar a participar do estudo, ou se
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retirar em qualquer época apds o seu inicio sem afetar ou prejudicar a qualidade e a

disponibilidade da assisténcia médica que lhe sera prestada.

Finalidade do estudo:

Este estudo tem a finalidade de avaliar se proteinas do S. mansoni sao capazes de

prevenir o desenvolvimento de leishmaniose.

Procedimentos:

Caso concorde em participar do estudo, vocé receberd os frascos coletores de fezes,
gue deverdo ser devolvidos, para que possamos realizar os exames parasitolégicos. Em
seguida, vocé doara 40mL de sangue venoso, que sera coletado por profissional

capacitado para tal, com o auxilio de seringas e agulhas descartaveis.

Duragdo do Estudo: Apds a assinatura do termo de consentimento, sua participacao

no estudo tera uma duracdo maxima prevista de 6 meses.

Confidencialidade:

Qualquer informagado obtida durante este estudo sera confidencial sendo apenas
compartilhada com outros membros da equipe. Os resultados serao divulgados na
forma de comunicacdo cientifica, ndo permitindo a identificacdo individual dos

participantes.

Andlise dos Riscos e Beneficios:
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A retirada de sangue venoso é um procedimento médico de rotina e, em casos raros
pode provocar dor leve e sangramento apods retirada da agulha. Caso isso aconteca,

todos os cuidados serdo tomados por profissionais devidamente habilitados.

Retorno dos Beneficios para o Sujeito e para a Sociedade:

Estudos que contribuem para identificacdo dos mecanismos envolvidos na protecdo da
leishmaniose por produtos do S. mansoni podem levar ao desenvolvimento de novos

tratamentos para estas doengas.

As pessoas que se submeterem aos exames receberdo se desejarem, os resultados dos
mesmos. No caso de detectarmos a presenca de parasitas intestinais e leishmaniose

vocé sera tratado gratuitamente.

Custos:

Vocé ndo tera custos com a participagdo no estudo e nem recebera pagamento por sua

participagao.

Esclarecimentos:

Qualquer duvida que vocé tenha sobre o que esta escrito neste consentimento ou
sobre os procedimentos que constam desse projeto de pesquisa, podera entrar em
contato com Dra. Maria llma Araujo, coordenadora do projeto, médica do Servico de
Imunologia do HUPES-UFBA, Jodo das Botas, s/n — Canela, telefone (071) 3237-7353,
ou com o Comité de Etica em Pesquisa da Maternidade Climério de Oliveira, na pessoa
do Dr. Antbnio Barata, no endereco Rua Padre Feijo, 240 — Canela, telefone (071)

3203-2740.

Consentimento:
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Se vocé leu o consentimento livre e esclarecido ou este |he foi explicado e vocé

concorda em participar voluntariamente deste estudo, favor assinar o nome abaixo. A

vocé sera entregue uma cdpia deste formulario.

Assinatura do Participante ou Responsavel

Assinatura do Pesquisador

Local: Data

/

e Hora:
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ANEXO Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCL para menores

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA MENORES DE IDADE
(MENORES DE 18), PARA O ESTUDO DA RESPOSTA IMUNE

Projeto: Avaliagao da capacidade de antigenos do Schistosoma mansoni em modular a
resposta de mondcitos e linfécitos de individuos com leishmaniose cutanea

Investigador Principal : Maria lima Andrade Santos Araujo, Hospital Universitario Prof.
Edgard Santos, Rua Jodo das Botas s/n, Canela, 40110-160, Salvador-Bahia- Brazil.

Comité de Etica: Maternidade Climério de Oliveira/UFBA-Rua Padre Feijé 240,
Ambulatdrio Magalh3des Neto, 3% andar, Canela-Salvador-Bahia. Tel: 71-3203-2740

Nome do paciente:

Numero de Identificacao no Projeto:

Convite e objetivo: Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo cientifico. O
proposito deste estudo é avaliar se substancias do verme Schistosma mansoni sdo
capazes de prevenir a inflamagao que causa a leishmaniose. As principais doengas que
nés estudaremos serdo a leishmaniose e a esquistossomose, mas nés daremos atengao

a outras infecgdes.

Nds perguntaremos a vocé sobre a sua saude. Um médico fara exame fisico em vocé.
Isto ndo causard dor em vocé. Em seguida iremos solicitar amostra de fezes para
avaliar a possibilidade de estar com alguma verminose. Entdo, nds tiraremos um pouco
de sangue (cerca de quatro colheres de sopa) de seu brago usando uma seringa e
agulhas descartdveis para realizar alguns exames que ajudardo a explicar a doencga.
Nés esperamos através deste estudo esclarecer mais sobre esta doenca, entendé-las e

assim poderemos preveni-las no futuro.

Vocé pode ndo participar deste estudo, caso ndao queira. Se vocé aceita participar,

por favor, assine ou coloque sua impressao digital abaixo.
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Assinatura ou impressao do paciente Data Hora
Assinatura ou impressdo do responsavel Data Hora
Testemunha Data Hora

COMPROMISSO DO PESQUISADOR

Discuti as questdes acima apresentadas com os participantes do estudo ou com
0 seu representante legalmente autorizado.E minha opinido que o individuo entende
os riscos, beneficios e direitos relacionados a este projeto.

Assinatura do pesquisador Data Hora



