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. RESUMO

REGULACAO DA RESPOSTA INFLAMATORIA NA LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR: PAPEL DE IL-10, TGF-B E IL-27.

Introducéo: A forte resposta do tipo Thl, com producédo exagerada de IFN-y e
TNF-a, observada na leishmaniose tegumentar humana causada por
Leishmania braziliensis estd associada com a destruicdo tecidual e
desenvolvimento de lesdo observada em pacientes com leishmaniose cutanea
(LC) e em pacientes com leishmaniose mucosa (LM). Em contraste com essas
formas clinicas, 10% dos individuos residentes em area endémica, apesar de
apresentarem reacdo de hipersensibilidade tardia para o antigeno de
Leishmania, ndo apresentam evidéncias de doenca clinica e sdo considerados
como tendo a forma subclinica (SC) da doenca. A producédo de IFN-y e TNF-a
nestes individuos € menor quando comparada com pacientes com LC. Existem
varias evidencias que a forte resposta inflamatoria ndo modulada esta
associada com a patogénese da LC e da LM. Embora os individuos SC
apresentem uma resposta inflamatéria mais fraca, ainda ndo € bem conhecido
como eles controlam a infecgcdo. Uma resposta Thl eficiente e modulada pode
estar envolvida na protecédo da infeccdo por L. braziliensis. A modulacdo da
resposta imune é feita principalmente por citocinas moduladoras como IL-10,
TGF-B e mais recentemente por IL-27. Objetivo: Avaliar o papel de citocinas
regulatérias e de antagonistas de citocinas na modulacdo da resposta imune na
infeccdo por L. braziliensis. Metodologia: Células mononucleares de sangue
periférico (CMSP) de 40 pacientes com LC, 18 com LM e 13 individuos com
infeccdo subclinica foram estimuladas com antigeno solivel de Leishmania
(SLA) na presenca e auséncia de citocinas regulatorias (IL-10, IL-27 e TGF-B)
ou antagonistas de citocinas (a-TNF-a e a-IFN-y). A producédo de citocinas (IL-
10, IL-17, TNF-a e IFN-y) foi mensurada através da técnica de ELISA e de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Resultados: IL-10 e TGF-
apresentaram atividade moduladora da producdo de TNF-a e IL-17, sobretudo
na LC, enquanto IL-27 ndo apresentou efeito modulador na producdo de TNF-
a, IFN-y e IL-17 em nenhuma das formas clinicas da leishmaniose tegumentar.
A neutralizacdo de TNF-a diminuiu a producdo de IFN-y, mas nao alterou a

producéo de IL-10, enquanto a neutralizagdo de IFN-y diminuiu a producgéo de



TNF-a e aumentou a producéo de IL-10 nesses pacientes. A producgéo de IL-17
foi maior nos individuos SC, embora sem significAncia estatistica e a
neutralizacdo de IL-10 ndo alterou a producédo de IFN-y nesses individuos.
Entretanto a expressédo de IL-27 foi maior em pacientes com LC quando
comparado com os individuos SC. Conclusdes: IL-10 e TGF- parecem ser as
citocinas mais envolvidas na modulagéo da resposta imune em pacientes com
LC e LM, principalmente IL-10, desde que a neutralizagdo de IFN-y diminui a
producéo de TNF-a de uma forma dependente de IL-10. A producéo de IL-17
nos individuos SC sugere que essa citocina pode estar envolvida na protecéo

contra a infeccao por L. braziliensis.

Palavras-chave: Leishmaniose tegumentar americana; resposta imune;

citocinas regulatoérias; infecgao por L. braziliensis.
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. ABSTRACT

REGULATION OF INFLAMMATORY RESPONSE IN TEGUMENTARY
LEISHMANIASIS: ROLE OF IL-10, TGF-B AND IL-27.

Introduction: The strong Thl-type response, with exaggerated production of
IFN-y and TNF-a observed in human cutaneous leishmaniasis caused by
Leishmania braziliensis is associated with tissue destruction and development
of the lesions observed in cutaneous leishmaniasis patients (CL) and mucosal
leishmaniasis patients (ML). In contrast to these clinical forms, 10% of
individuals living in endemic areas, showed delayed hypersensitivity reaction to
Leishmania antigen, and there isn't evidence of clinical disease. These
individuals are considered as subclinical patients (SC). The production of IFN-y
and TNF-a in these individuals is lower compared to CL. There are several
evidences that the non modulated strong inflammatory response is associated
with CL and ML pathogenesis. Although SC individuals display a weaker
inflammatory response, it is not well known how they control the infection. An
efficient modulated Thl response may be involved in protection from infection
by L. braziliensis. The modulation of immune response is primarily performed by
modulatory cytokines such as IL-10, TGF-f and more recently by IL-27.
Objective: To evaluate the role of regulatory cytokines and cytokine
antagonists in the modulation of immune response in the infection by
L.braziliensis. Methodology: Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from
40 CL patients, 18 ML and 13 subjects with subclinical infection were stimulated
with soluble Leishmania antigen (SLA) in the presence or absence of regulatory
cytokines (IL-10, IL-27 and TGF-B) or antagonists of cytokines (a-TNF-a and o-
IFN-y).Cytokines production (IL-10, IL-17, TNF-a and IFN-y) was measured by
ELISA and by Polymerase Chain Reaction (PCR). Results: IL-10 and TGF-
presented regulatory function in TNF-a and IL-17 production, mainly in CL,
whereas IL-27 had no effect in the production of TNF-a, IFN-y and IL-17 in CL
and ML patients. The neutralization of TNF-a decreased IFN-y but not
presented effect in IL-10 production. The neutralization of IFN-y decreased
production of TNF-a and increased IL-10 production in these patients. IL-17
production was higher in SC compared to one produced by CL patients,

although not statistically significant. The neutralization of IL-10 did not alter the
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production of IFN-y in these individuals. However the expression of IL-27 was
higher in CL patients compared to SC individuals. Conclusions: IL-10 and
TGF-B are the cytokines that appear to be more involved cytokines in
modulation of immune response in CL and ML patients, mainly IL-10, since the
neutralization of IFN-y decreases the production of TNF-a in a way -dependent
IL-10. IL-17 production in SC individuals suggests that this cytokine may be
involved in protection against infection L. braziliensis.

Key words: American tegumentary leishmaniasis; immune response;

regulatory cytokines; infection by L. braziliensis.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos Epidemiol6gicos daLeishmaniose Tegumentar

As leishmanioses sdo um grupo de doencas que afetam cerca de 12 milhdes
de pessoas no mundo com 2 milhdes de novos casos por ano, sendo 1.5
milhdo de leishmaniose tegumentar e 500 mil de leishmaniose visceral. Além
disso, cerca de 350 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de infeccdo
com 70.000 mortes a cada ano (Reithinger et al. 2007). Nos ultimos anos, a
globalizacdo econdmica e o aumento do fluxo migratorio estenderam a
distribuicdo da doenca para paises desenvolvidos. A doenca € considerada um
grave problema de saude publica, causando significativa morbidade e
mortalidade.

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) tem alta incidéncia no
estado da Bahia, 22/100.000 habitantes, sendo distribuida em areas agricolas,
associadas ao desmatamento. A doenca afeta individuos jovens, produtivos e

mesmo criangas que se expdem a infeccdo durante atividades agricolas.
1.2 Agentes Etiolégicos e Transmisséao:

Os protozoarios causadores da leishmaniose pertencem a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania. Nas Américas
sdo conhecidas atualmente 11 espécies de Leishmania dermotropicas
causadoras de doenca em humanos. No Brasil, as principais espécies de
Leishmania causadoras de LTA s&o: Leishmania braziliensis, Leishmania
guyanensis e Leishmania amazonensis (Jones et al. 1987; Lainson e Shaw
1987). A L. braziliensis é o agente causal da leismaniose cutanea e da
leishmaniose mucosa na América Central e América do Sul. Na Bahia,
principalmente em Corte de Pedra (regido endémica), esta também € a espécie

predominante.

Todas as espécies de Leishmania sdo transmitidas ao homem por fémeas
infectadas do inseto da familia Pyshcodidae e subfamilia phlebotominae que
inocula as formas prosmatigotas metaciclicas na pele durante o repasto

sanguineo. A Leishmania apresenta duas formas evolutivas em seu ciclo de
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vida, a forma promastigota e a amastigota. Promastigotas sédo encontrados no
inseto e podem ser classificadas como prociclicas, que se multiplicam no
intestino, ou como metaciclicas infectantes, que sdo encontrados em partes da
boca e do intestino anterior do inseto. Ao picar outro animal e eventualmente o
homem, o inseto regurgita o material aspirado misturado com os parasitos e
ocorre a inoculacdo das formas promastigotas metaciclicas infectantes, que
sdo englobadas por células fagociticas do hospedeiro (como os macréfagos)
recrutadas ao sitio da infeccdo. Os parasitos internalizados se diferenciam em
amastigotas no interior do fagolisossoma e se multiplicam por divisédo binaria.
Quando a célula hospedeira esta altamente parasitada ha o rompimento da sua
membrana e as amastigotas disseminam-se pelos tecidos infectando novos
macroéfagos, propagando assim a infeccao (Killick-Kendrick e Molineux 1981;
Killick-Kendrick 1981; Lainson et al. 1987).

1.3 Aspectos Clinicos da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A leishmaniose tegumentar pode apresentar uma diversidade de formas
clinicas no homem incluindo leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucosa

(LM), leishmaniose disseminada (LD) e leishmaniose cutanea difusa (LCD).

A leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum de apresentacdo da
doenca, caracterizada por uma lesdo de pele benigna, que pode ser
autocuravel, sendo causada por diferentes espécies de Leishmania. (Carvalho
et al. 1995). A lesao inicia-se habitualmente com uma area de vermelhidao e
edema no sitio de inoculacao pelo inseto e depois de 3 a 4 semanas
desenvolve-se, na maioria dos casos, uma unica ulcera com bordas elevadas,
endurada e eritematosa, onde 0s parasitos sdo encontrados, principalmente
nas bordas da lesédo (Marsden 1985; Marsden e Jones 1985). Em cerca de 3%
dos pacientes com leishmaniose cutanea, os parasitas podem persistir na pele
apos resolucdo da ulcera levando o paciente para a forma mais grave da
doenca, a leishmaniose mucosa (LM). O principal agente causador desta
doenca é a L. braziliensis. As lesdes sdo multiplas, acima da cintura pélvica,
sdo infiltradas, com ulceracdes destrutivas nas mucosas do nariz, boca e
faringe. Existem também casos raros de lesdo mucosa em individuos sem

historico de leséo cutanea (Marsden 1986; Jones et al. 1987; Marsden 1994).
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Alguns individuos residentes em é&reas de transmissdo de L. braziliensis
apresentam o teste de hipersensibilidade tardia ao antigeno de Leishmania
positivo e ndo apresentam sinais de doenca sendo considerados como tendo
uma forma subclinica da doenca (SC) (Follador et al. 2002).

1.4Resposta Imune e Patogénese da Leishmaniose Tegumentar

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatério e o controle da infeccdo é
dependente da resposta imune mediada por células.

Em 1986, MOSMANN iniciou uma revolucdo experimental e conceitual na
imunologia por dividir as células T CD4" (T helper) em duas subpopulacbes
(Thl e Th2) baseadas na producédo de citocinas (Mosmann et al. 1986;
Mosmann e Coffman 1989). Em camundongos, na infeccdo por Leishmania
major a resisténcia é dependente do desenvolvimento de um tipo de resposta
imune Thl que esta associada com a producdo de IFN-y enquanto que
susceptibilidade estd associada com o desenvolvimento de resposta Th2 com
producéo de IL-4 e IL-5 (Heinzel et al. 1989; Heinzel et al. 1991).

Em humanos a resposta imune do tipo Thl também tem importancia no
controle da infeccdo por Leishmania. Ja esta bem documentado que a
producédo de IFN-y € importante para o controle da infec¢do por Leishmania por
estimular a producdo de oxidantes derivados dos macréfagos (Murray et al.
1983; Liew et al. 1991; Bogdan et al. 2000). A producdo de derivados do
oxigénio pelo macrofago tem sido identificada como critica no controle da
infeccdo por Leishmania. Um importante oxidante leishmanicida é o o6xido
nitrico (NO), que € gerado apos ativacdo do macrofago pelo IFN-y e TNF-a
(Scott et al. 1983; Scott et al. 1988; Liew et al. 1990). Entretanto estes
mecanismos microbicidas ndo sdo as vezes eficazes na destruicdo dos

parasitos havendo progresséo da infeccdo para a doenca.

Na auséncia da ativacdo de células Thl a producgédo de IFN-y é baixa ou
ausente e os macrofagos perdem a capacidade de destruir leishmanias e
formas como a leishmaniose visceral e leishmaniose cutanea difusa sao
observadas (Carvalho et al. 1988; Bomfim et al. 1996). Todavia, nas formas

cutanea e mucosa da leishmaniose tegumentar a despeito de existir uma
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resposta imune protetora, 0os pacientes evoluem para a doenca. Do ponto de
vista histopatologico as lesfes de LC e LM séo caracterizadas por um processo
inflamatério com linfocitos e plasmdcitos e com raros ou até mesma auséncia
de parasitos (Bittencourt e Barral 1991). Na realidade, evidéncias tém sido
acumuladas de que a resposta imune participa da lesdo tecidual da
leishmaniose tegumentar: 1) Os pacientes com LC e LM produzem niveis altos
de IFN-y e TNF-o,, mas apesar de controlar a infeccdo, desenvolvem Ulceras
cutédneas e mucosas (Ribeiro-de-Jesus et al. 1998); 2) Células mononucleares
do sangue periférico (CMSP) de pacientes com LM e LC quando estimuladas
com antigeno de L. braziliensis in vitro produzem pouco ou n&o produzem IL-10
e a adicdo exdgena dessa citocina ndo regula a producdo de IFN-y e TNF-a
nestes pacientes (Bacellar et al. 2002); 3) Embora IL-10 seja expressa em
células da lesdo de pacientes com LM e LC, em células da lesdo mucosa ha
uma menor expressao do receptor de IL-10 do que células da lesdo cutanea
(Faria et al. 2005); 4) Os niveis de TNF-a e IFN-y no soro e em sobrenadantes
de culturas de células estimuladas com o antigeno de Leishmania diminuem
significativamente apds o tratamento (Da-Cruz et al. 1996; Ribeiro-de-Jesus et
al. 1998).

Interleucina 17 (IL-17) € membro de uma relativamente nova familia de
citocinas, produzidas predominantemente por células Thl7, e desempenha um
importante papel em estimular fibroblastos, células endoteliais, neutrofilos,
macrofagos e células epiteliais a produzir multiplos mediadores inflamatorios,
incluindo IL-1, IL-6, TNF-o, Oxido nitrico sintase 2, metaloproteinases e
guimiocinas (Kolls e Linden 2004). Tem sido bem documentado o papel
protetor de IL-17 em infec¢cdes bacterianas, fuangicas e por protozoarios
(Matsuzaki e Umemura 2007). Células Th17 produzem IL-17, mas ndo IFN-y ou
IL-4. Ao mesmo tempo, o desenvolvimento de células Th17 é inibido por essas
citocinas. (Harrington et al. 2005). IL-17 tem um papel importante no
desenvolvimento de algumas doencas inflamatérias como encefalite auto-
imune experimental (Langrish et al. 2005; Komiyama et al. 2006), doencas
inflamatorias intestinais e artrite reumatoide (Sato et al. 2006; Yen et al. 2006).
Mais recentemente, énfase tem sido dada ao papel de IL-17 em induzir

inflamacé&o crénica e destruicdo tecidual (Kotake et al. 1999; Kurasawa et al.
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2000). A producdo de IL-17 é mantida pela IL-6, IL-23 e pelo fator de
crescimento TGF-p (Mangan et al. 2006; Veldhoen et al. 2006). A IL-17
estimula a producdo de TNF-a e também de outras substancias envolvidas na
resposta inflamatéria e induz a secrecao de metaloproteinases e NO (Kolls e
Linden 2004; Lehmann et al. 2005), moléculas envolvidas em lesédo tecidual.

Na leishmaniose tegumentar a produgcdo de IL-17 esta aumentada e esta
citocina encontra-se presente na lesdo causada por L. braziliensis (Bacellar et
al. 2009; Boaventura et al. 2010).

Em contraste com estas formas clinicas de infeccdo causada por L.
braziliensis, cerca de 10% dos individuos residentes em uma area de
transmissao de L. braziliensis, a despeito da exposicdo a esse parasito, ndo
apresentam evidéncias de doenca clinica. Esses individuos apresentam reacéo
de hipersensibilidade tardia ao antigeno de Leishmania positiva (teste de
Montenegro) e sdo considerados como tendo uma forma subclinica da doenga
(Follador et al. 2002). Linfocitos de individuos com a forma subclinica (SC) da
infeccdo por L. braziliensis ndo produzem ou apresentam uma producao menor
de IFN-y e TNF-a quando comparados com pacientes com LC apds
estimulacéo in vitro com antigeno de L. braziliensis. Por outro lado, células de
individuos com a forma subclinica produzem mais IL-5 que pacientes com
leishmaniose cutanea (Follador et al. 2002). Até 0 momento ndo é claro porque
os individuos com a forma subclinica da infeccdo por L. braziliensis tem a

capacidade de controlar a doenca.
1.5Mecanismos imunologicos e lesdo tecidual na leishmaniose

A destruicdo celular e tecidual que leva ao aparecimento da lesédo é a
responsavel pela mais importante manifestacdo clinica na leishmaniose
tegumentar que é a Ulcera leishmanidtica. Varios estudos tém mostrado a
importancia da resposta inflamatéria na destruicdo tecidual na leishmaniose
tegumentar e a incapacidade de IL-10 modular esta resposta na leishmaniose
mucosa. Por exemplo, existe uma associacao entre producdo de IFN-y e TNF-a
e tamanho da lesdo assim como o aparecimento de formas mais graves da
doenca (Antonelli et al. 2005). O uso da pentoxifilina, um inibidor de TNF-a.,

associado ao antimonial -medicamento utilizado no tratamento convencional a
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leishmaniose- cura pacientes com LC e LM que séo refratarios ao tratamento
com antimonial (Lessa et al. 2001; Bafica et al. 2003) e acelera a cura de
pacientes virgens de tratamento (Machado et al. 2007). Também tem sido
identificada uma grande atividade de células citotoxicas em lesGes de
pacientes com LC (Machado et al. 2002; Faria et al. 2005; Faria et al. 2009).

1.6 Modulagcéo da Resposta Imune na Leishmaniose Tegumentar

A modulacdo da resposta do tipo Thl é feita principalmente por citocinas
moduladoras como a IL-10 e o TGF-B e através de células regulatérias que
expressam CD4, CD25, IL-10 e TGF-B (Belkaid et al. 2001; Sacks e Noben-
Trauth 2002; Belkaid 2003). Em doencas infecciosas as células T regulatorias
(Treg) tém mostrado ser importantes na manuntencdo do patdégeno no
hospedeiro e para minimizar a patologia (Belkaid et al. 2002; Montagnoli et al.
2002). .As células Treg estéo presentes no sangue periférico e em lesbes de
pacientes com LC e sdo capazes de diminuir a proliferacdo de célula T
CD4+CD25- alogénicas quando estimuladas com phitohemaglutinina (PHA),
embora essa supressao tenha sido bastante variavel entre os pacientes e em

alguns pacientes essa atividade nao foi observada (Campanelli et al. 2006).

Historicamente o papel modulador de IL-10 € bem conhecido. Esta citocina
inibe a sintese de citocinas produzidas por macrofagos como IL-1p3, IL-6, IL-8 e
TNF-a (de Waal Malefyt et al. 1991; Oswald et al. 1992). IL-10 pode inibir a

expressao de genes indutores de IFN-a e IFN-y (Ito et al. 1999).

No modelo experimental de infecdo por Leishmania um estudo avaliou os
efeitos de IL-10 em camundongos susceptiveis BALB/c infectados com L. major
e mostrou que a neutralizagdo de IL-10 com anticorpo anti-IL-10 ndo altera o
desenvolvimento das lesdes. Na infec¢do cronica, quantidades semelhantes de
IL-10 sdo produzidas tanto em linhagens resistentes quanto susceptiveis.
Entretanto, no inicio da infeccdo, a producdo de IL-10 é significativamente
maior nos animais susceptiveis. Dessa forma, IL-10 ndo apresenta um papel
importante na diferenciacdo de sub-classes de células T auxiliares na infeccao
por L. major, embora a alta producéo de IL-10 no inicio da infec¢éo e a inibicdo
da producédo de IFN-y possam contribuir para o desenvolvimento de células
Th2 (Chatelain et al. 1999).
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Na leishmaniose visceral humana, onde ha uma auséncia ou diminuicdo da
producéo de IFN-y, ja foi documentado que neutralizacéo de IL-10 restaura a

producéo dessa citocina (Carvalho et al. 1994).

TGF- é outra citocina com atividade anti-inflamat6ria, com maltiplas acdes sob
as células da resposta imune, principalmente sob células T. TGF-B inibe
proliferacdo de células através da inibicAo de IL-2, inibe ativacdo de
macroéfagos e producdo de IFN-y (Brabletz et al. 1993; Yoshimura et al. 2010).
Ela também tem sido associada com a atividade das células Treg, através da
indugdo de Foxp3 (Chen et al. 2003). Entretanto, TGF-f também tem sido
identificado com um indutor de células T efetoras, como células Th17 (Korn et
al. 2007).

Em modelos experimentais de infeccdo por L. amazonensis e L. braziliensis,
onde a protecdo contra a doenca esta relacionada com a resposta Thl, o
tratamento com TGF-B favorece a infecgdo (Barral et al. 1995). Em humanos,
culturas de CMSP de individuos vacinados contra Mycobacterium tuberculosis
gue apresentam o teste de hipersensibilidade tardio positivo para PPD (Purified
protein derivative) estimuladas com essa proteina in vitro, a adicdo de TGF-3
resultou em uma supressdo de 70% na producdo de IFN-y (Othieno et al.
1999).

Mais recentemente foi identificada uma citocina, a IL-27 e 0 seu receptor
(WSX-1/gp130), que também esta estruturalmente relacionada com a IL-12
(Pflanz et al. 2002). Entretanto, enquanto IL-12 tem um papel importante no
desenvolvimento de células Thl, IL-27 modula tanto a resposta Thl como Th2e
Th17 (Villarino et al. 2003; Artis et al. 2004). Estudos com animais deficientes
de WSX-1 demonstraram que esse receptor é importante para a inducdo de
uma resposta Thl e producdo de IFN-y. Em estudos em camundongos
deficientes de WSX-1, infectados com L. major foi demonstrado uma supressao
do desenvolvimento de células Thl e da produgédo de IFN-y, mas isso so foi
observado na fase inicial da infeccdo (Yoshida et al. 2001). Também animais
deficientes da sub-unidade EBI-3 da IL-27 quando foram infectados com L.
major apresentaram uma supressao da resposta Thl, reforcando a importancia

da IL-27 WSX-1 na diferenciacdo de células Thl. Em contraste com o0s
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achados que IL-27 é importante para o desenvolvimento de células Th1, outros
estudos demonstram que IL-27 tem um papel regulatério na resposta imune.
Por exemplo, camundongos deficientes do receptor WSX-1 infectados com T.
gondii durante a primeira semana de infeccdo desenvolvem uma resposta de
células TCD4+ e TCD8+ com producao normal de IFN-y e essas respostas sao
suficientes para controlar a multiplicacdo do parasito. No entanto, duas
semanas apos infeccao esses animais deficientes de WSX-1 desenvolvem uma
doenca inflamatéria letal caracterizada por areas de necrose no figado, com
producdo elevada de IFN-y assim como um aumento da proliferacdo e acumulo
de células TCD4+ e TCD8+ ativadas (Villarino et al. 2003). Similarmente,
camundongos deficientes do receptor de IL-27 (WSX-17) infectados com M.
tuberculosis tem uma baixa carga bacteriana quando comparados aos animais
selvagens, desenvolvem uma patologia pulmonar mais grave € morrem em
consequéncia da resposta imune (Pearl et al. 2004; Holscher et al. 2005). Do
mesmo modo, IL-27 pode também estar envolvida na regulacdo da resposta

imune na leishmaniose tegumentar.

Levando em conta os efeitos danosos que a imunidade ndo modulada parece
causar em pacientes com leishmaniose tegumentar, a regulacdo da resposta
imune pode ter um papel de destaque em eliminar o parasito e ndo permitir

desenvolvimento de lesédo tecidual.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o papel de citocinas regulatdrias e inflamatorias na modulacéo da

resposta imune na infecgao por L. braziliensis.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliar o papel de IL-10, IL-27 e TGF-B na modulacdo da resposta

imune em pacientes com leishmaniose cutanea e leishmaniose mucosa.

2.2.2 Avaliar os efeitos da neutralizacdo de TNF-a e IFN-y na resposta

imune de pacientes com leishmaniose cuténea e leishmaniose mucosa.

2.2.3 Avaliar o papel de IL-10 e IL-27 em individuos com infecgéo

subclinica por L. braziliensis.
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3. JUSTIFICATIVA

A leishmaniose tegumentar americana representa um importante
problema de saude publica, devido as altas taxas de prevaléncia mundial e de
dificil controle epidemiologico. No Brasil tem-se observado um elevado
crescimento do numero de casos de LTA, tanto devido a expansao geografica
da doenca, como devido a ocorréncia de surtos epidémicos em todas as
regibes. Na area endémica de Corte de Pedra, no municipio de Tancredo
Neves, Bahia, s6 no ano de 2010 foram registrados 1556 novos casos da
doenga.

Muito se avangou na compreensdo da imunopatogénese da
leishmaniose tegumentar humana causada por L. braziliensis, tendo como base
aspectos relacionados a documentacédo que a forte resposta do tipo Thl néo
modulada estaria associada a destruicdo tecidual observada nesta doenca.
Estudos avaliando a resposta imune a Leishmania tém mostrado relagéo entre
a resposta exacerbada com producédo aumentada de citocinas pré-inflamatorias
e o desenvolvimento de leséo tecidual. O uso de drogas moduladoras da
resposta imune também confirmam as evidéncias que a resposta imune

exagerada e ndo modulada esta associada com a patogénese da doenca.

Desse modo, destaca-se a importancia de uma resposta modulada que
seja capaz de conter o avanco do parasita mas que nao resulte em leséo
tecidual. Conhecendo alguns mecanismos reguladores da resposta Thl, pode-
se analisar possiveis moduladores da resposta a infeccdo por Leishmania.
Torna-se, entdo, relevante a avaliacdo da acdo de IL-10 e TGF-$ (citocinas
conhecidas por sua atividade imunorreguladora) bem como de IL-27, citocina
gque pode desempenhar um papel duplo, ativando a resposta Thl ou
modulando essa resposta. Além disso, a neutralizacdo de TNF-a e IFN-y pode
lancar luz sobre a acdo que uma citocina inflamatéria pode ter sobre a outra.
Conhecer como esses fatores se comportam na leishmaniose tegumentar pode

contribuir para o desenvolvimento de novas terapias para essa enfermidade.
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4. DESENHO EXPERIMENTAL E METODOS

4.1. Area de estudo: Os pacientes incluidos no estudo s&o residentes de Corte
de Pedra, uma regido endémica para leishmaniose tegumentar, municipio de
Tancredo Neves, localizada a 280 km a sudeste de Salvador, Bahia. Por volta
de 1980 um posto de saude foi estabelecido na vila de Corte de Pedra e desde
entdo médicos do Servico de Imunologia visitam a area a cada duas semanas.
A partir de 2001 um meédico radicado na regido dé& assisténcia a esta
populacdo, juntamente com médicos da Universidade Federal da Bahia. O
Posto também conta com o apoio de 4 agentes de saude treinados, todos la
residentes. Eles prestam assisténcia aos pacientes, visitam as familias, e
participam das atividades de pesquisa. Médicos da Universidade incluindo
clinicos, imunologistas, dermatologistas e otorrinolaringologistas trabalham
guinzenalmente no posto de saude. O posto tem se tornado um centro de
referéncia para o diagnostico e tratamento da leishmaniose tegumentar em 12

municipios que estao dentro de uma area de 35 km do posto de saude.
4.2. Definicdo de casos:

4.2.1. Leishmaniose Cutanea (LC): é definida como a presenca de uma leséo
ulcerada na pele, sem evidéncia de envolvimento da mucosa. O diagnéstico é
realizado pela deteccéo do parasito atraves da cultura do aspirado da leséo, da
histopatologia ou pelo achado da leséo tipica e por dois dos seguintes testes:
teste positivo de hipersensibilidade tardia ao antigeno de Leishmania (Reacéo

de Montenegro), e histopatologia compativel com leishmaniose tegumentar.

4.2.2. Leishmaniose Mucosa (LM): é definida pela presenca de uma leséo
mucosa metastética, localizada mais frequentemente no septo nasal ou
estendida para o palato, faringe e orofaringe. Quase todos os pacientes com
LM tiveram a doenca cutanea. Por definicdo, as lesbes mucosas ndo sao
contiguas com a lesdo cutanea primaria. O diagnostico é realizado pelos

mesmos métodos utilizados para LC.

4.2.3. Infeccao Subclinica por L. braziliensis (SC): Individuos residentes na
area endémica sem historia atual ou passada de leishmaniose, com teste

positivo de hipersensibilidade tardia ao antigeno de Leishmania.
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4.2.4 Critérios de Inclusao: Pacientes com LC, LM e infec¢éo subclinica de L.
braziliensis foram selecionados baseados nos critérios de definicdo de caso
estabelecidos nos itens acima. Pacientes com LC e LM apresentaram duracéo
da doenca ndo superior a 60 dias e eram virgens de tratamento para
leishmaniose. Pacientes com LC tinham no maximo 3 lesdes cutaneas. Todos
0s pacientes diagnosticados com leishmaniose tegumentar, independente de
participarem do estudo sédo tratados com antimonial pentavalente, o tratamento
padrédo recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude e pelo Ministério da
Saude. Os pacientes recebem N-metil-Antimonial Meglumine em uma dose de
20mg/kg de peso administrado intravenosamente diariamente por 20 dias para
LC e 30 dias para LM. A despeito da duracdo da participacdo na pesquisa (de
20 dias para o paciente com LC e 30 dias para o paciente com LM) coincidir
com o periodo de tratamento, todos 0s pacientes foram acompanhados até a
cura da doenca. Os individuos com infeccdo subclinica sdo identificados
durante as visitas aos domicilios pelo médico residente na area e por um dos
assistentes de saude que fazem busca ativa da doenca entre os familiares dos
pacientes com LC e LM. Nesses casos além da informacéo clinica é realizada
a Reacado de Montenegro para saber se houve contato com a Leishmania. Os
individuos com reacao de Montenegro positiva e que nédo apresentam a doenca
sdo entdo convidados a participar do estudo. Todos os participantes desse
estudo foram voluntarios que consentiram em participar dos estudos. O Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) explicando nossa proposta e
procedimento foi lido pelo participante ou por um dos médicos da equipe na
presenca de uma testemunha, e assinado pelo paciente. Menores com idade

entre 15 e 18 anos, assinaram TCLE para menores.

4.2.5. Critérios de Excluséo: Criancas com idade inferior a 15 anos e
gestantes ndo participaram do estudo considerando a necessidade da retirada
de 30ml de sangue para realizacdo dos estudos da resposta imune e outras

interferéncias imunoldgicas.

4.2.6 Consideracdes Eticas: Este estudo foi submetido e Aprovado pelo
comité de ética através do Parecer/Resolucdo 61/2007 do Comité de Etica em
Pesquisa — CEP/MCO/UFBA — Maternidade Climério de Oliveira.
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4.3. Célculo do Tamanho da Amostra:

O tamanho da amostra foi baseado nos dados ja publicados da supresséo da
producéo de IFN-y por IL-10 em CMSP de controles sadios estimuladas com
PPD que foi de 86% comparado com 48% observado em CMSP de pacientes
com LC estimulados com SLA. (p<0.05). Como na area endémica o numero de
casos de pacientes com LM é menor do que os casos de LC, ndés propomos
para cada 1 paciente com LM, avaliar 2 ou mais pacientes com LC. Ao final do
estudo foram avaliados 40 pacientes com LC e 18 com LM. Foram avaliados
também 13 pacientes com a forma subclinica da leishmaniose. Esse foi o
namero total de pacientes incluidos, mas nem todos foram avaliados para
todos os objetivos. Criamos grupos com numero amostral diferente para cada
objetivo, considerando que esse numero deveria obedecer aos critérios
determinados para o tamanho amostral. Com esses numeros de pacientes
nosso poder de estudo foi de 80% com erro alfa de 0,05.

4.4. Avaliacédo da Resposta Imune:

Para todos os experimentos foram coletados 30ml de sangue venoso dos
pacientes incluidos no estudo. A partir dai, as células mononucleares de
sangue periféerico (CMSP) foram separadas por meio de gradiente de
centrifugacéo utilizando Ficoll-Hypaque. As células foram colocadas em cultura
em meio completo RPMI 1640 (Life Tecnologies GibcoBRL, Grand Island, NY,
USA), 10% soro AB humano (Sigma, St. Louis, MO, USA), com gentamicina, e
HEPES. Um total de 3 x 10° células/mL foram colocados em cultura em placa
de 24 pocos (Falcon; Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ, USA). As células
foram estimuladas ou ndo com antigeno soluvel de Leishmania (SLA) na
concentragao de 5ug/mL na presenga ou nao de citocinas ou antagonistas de
citocinas. Foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO, por 72 horas

(para determinacdes de IL-17 as culturas foram incubadas por 96 horas).
4.4.1 Avaliacéo da atividade moduladora de IL-10, IL-27 e TGF-8

Para determinar a capacidade das diversas citocinas de modular a resposta

imune, foi adicionada nas culturas estimuladas com SLA, IL-10 (10ng/ml), TGF-
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B (10ng/ml) e IL-27 recombinantes (100ng/ml) (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA).

Para IL-27 foi realizada uma curva dose resposta baseada em estudos
anteriores. (Murugaiyan et al. 2009). As concentragdes de IL-10 e TGF-3
utilizados no presente estudo foram adotadas de acordo com outros estudos ja
realizados anteriormente (Bacellar et al. 2002).

4.4.2 Avaliacao do efeito da neutralizacdo de IFN-y e TNF-a na produgao
de citocinas:

Para avaliar o efeito que a neutralizacdo de IFN-y exerce sobre a producéo de
TNF-a e IL10, foram adicionados 100ug/mL de anti-human IFN-y (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) as culturas de CMSP estimuladas com SLA.
Para avaliar o efeito que a neutralizacdo de TNF-a tem na producéo de IFN-y e
IL-10 foi adicionado anti-human TNF-a (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
na concentracédo de 20ug/mL nas culturas de CMSP estimuladas com SLA.

As culturas de células foram incubadas a uma temperatura de 37°C com 5%
CO, por 72 horas. A producdo de IFN-y, TNF-qa, IL-10 foi determinada em
sobrenadantes das culturas de células usando o método imunoenzimatico de
ELISA sandwich (BD Bioscience Pharmingen, San Jose, CA, USA). Os

resultados foram expressos em pg/mL.

Nos ensaios de neutralizacéo foi utilizado um isotipo controle (IgG inespecifica)
na concentracdo de 100ug/mL. O objetivo desse experimento controle foi
assegurar-se que a acdo avaliada era proveniente da neutralizacdo das
citocinas inflamatorias e ndo devido a presenca de uma imunoglobulina. O
procedimento do experimento controle foi 0 mesmo para a avaliacdo do efeito

da neutralizacao das citocinas descritas acima.
4.4.3 Producéo de citocinas em individuos com infeccdo subclinica

O procedimento para separacao e cultura de células de individuos subclinicos
foi 0 mesmo adotado para os pacientes com LC e LM. As culturas de células
foram incubadas a uma temperatura de 37°C com 5% CO, por 72 horas (e 96

horas para os casos de determinacdo da producao de IL-17). A producéo de
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IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-17 foram determinadas em sobrenadantes das
culturas de células usando o método imunoenzimatico de ELISA sandwich (BD
Bioscience Pharmingen, San Jose, CA, USA). Os resultados foram expressos
em pg/mL.

4.4.4 Avaliacéo do papel de IL-10 e IL-27 na infecgdo SC por L.braziliensis

Em individuos com infec¢cdo SC foi avaliado o efeito da adicdo de IL-27 e da
neutralizacdo de IL-10 na producdo de IFN-y. Para determinar se a
neutralizacdo de IL-10 altera a producao de IFN-y em SC foram adicionados
100ng/mL de anticorpo monoclonal anti-IL-10 (BD Bioscience Pharmigen USA)
em culturas estimuladas com SLA. Para avaliar o efeito modulador de IL-27 na
producéo de IFN-y, rlL-27 (100ng/mL) foi adicionado as culturas estimuladas
com SLA.

Ap0s 72 horas de incubagdo, os sobrenadantes foram coletados e
armazenados a -20°C para posterior dosagem de citocinas. As determinacdes
das concentragdes de citocinas foram realizadas pelo método imunoenzimatico

(ELISA) usando reagentes disponiveis comercialmente.

4.4.5 Reacao da Polimerase em Cadeia Semi-quantitativa para detectar IL-
10 e IL-27

Isolamento de RNA total a partir de CMSP ex vivo e apos 12 horas de
cultura com SLA foi realizado utilizando Tri Reagent®Soln. (Ambion, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). DNA complementar (cDNA) foi sintetizado
usando 1 pg do RNA total e transcriptase reversa. Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) foi realizado em um volume final de 50 pL contendo 2.0 mM
de MgCl2, 0.2 mM de dNTP’s mix (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 10x tampao
PCR, 2.5 U de Platinum Tagq DNA polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
e primers especificos de 25-50 pmoles usando o Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Foster City, Calif., USA). O processo envolveu 30 ciclos de 1 minuto
a 95°C para desnaturacdo, 1 minuto a 60°C para religacdo e extensdo de 1
minuto e 30 segundos a 72°C e adicional ao passo de extensédo final de 10
minutos a 72°C. Os produtos de amplificacdo do PCR foram visualizados em gel
de agarose 1,3% corado com Brometo de etidio 0,2% (SIGMA, St. Louis, USA).
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A intensidade das bandas foram calculadas usando o programa Vision WorksLS
Analysis Software (UVP, Upland, CA, USA). Os resultados foram expressos em
Unidades Relativas (R.U). corrigidas para expressdo de HPRT. A analise
estatistica foi realizada utilizando o teste de Mann-Withney.

4.5. Andlise Estatistica:

Para comparacdo das médias obtidas da producao de citocinas entre os
pacientes com LM, LC e individuos com infeccdo subclinica, utilizamos o teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para a analise da capacidade das citocinas
modular a resposta imune foi utilizado o teste pareado de Wilcoxon, através do
programa GraphPad Prism3 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA).

Um erro o de 5% (p= 0.05) foi considerado para significancia estatistica.



5. RESULTADOS

Aspectos epidemioldgicos e clinicos da populacdo estudada
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Foram avaliados pacientes com leishmaniose cutanea, leishmaniose mucosa e

individuos com infec¢do subclinica residentes em Corte de Pedra, regido

endémica para leishmaniose tegumentar. Os dados epidemiolégicos e clinicos

da populacéo estudada estdo resumidos na Tabela 1.

TABELA 1: Aspectos clinicos e epidemiolégicos dos pacientes com

leishmaniose cutanea, leishmaniose mucosa e individuos com infeccéo
subclinica.
Leishmaniose Leishmaniose Subclinicos  Valorde P
Cutanea (n=40) Mucosa (n=18) (n=13)
Idade (anos) 31,4+13,7 38,3+15,3 28,2+12,2 <0,05
Género 29 (72,5%) 9 (50%) 6 (46%) <0,05
(% masculino)
Tempo de 39,8+20,3 66,2+34,0 <0,05
doenca (dias)
Reacdo de 17x16 19x17 16x13 <0,05
Montenegro

(média mm)
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IL-10 e TGF-B modulam a producdo de TNF-a e IL-17 por células de

pacientes com leishmaniose tegumentar:

Como demonstrado anteriormente, IL-10 ndo modula a produgao de IFN-y em
pacientes com LM (Bacellar et al. 2002) e a producado de IL-17 também esta
aumentada em pacientes com LC e LM (Bacellar et al. 2009). A capacidade de
IL-10 de modular a producdo de TNF-a e IL-17 é demonstrada na Figura 1.
Como observado anteriormente em relacao a producao de IFN-y, IL-10 modula
a producdo de TNF-a apenas em pacientes com LC, mas ndo apresenta o
mesmo efeito em pacientes com LM. (Figura 1A). Em pacientes com LC a
producdo de TNF-a apresentou mediana de 1893pg/mL (0-7440pg/mL)
estimuladas apenas com SLA e a adicdo de IL-10 resultou em uma mediana de
280 pg/mL (0-6280 pg/mL), 85% de supressdo, P<0,0005. Em células de
pacientes com LM estimuladas com SLA a concentragdo de TNF-a foi
1790pg/mL (892-9173pg/mL) enquanto que a concentragdo na cultura com
adicdo de IL-10 foi 1715pg/mL (320-2526 pg/mL) (P>0.05). IL-10 também
apresentou um efeito inibitério na producéo de IL-17 (Figura 1B). Em cultura de
células de pacientes com LC estimuladas com SLA a producao de IL-17 foi de
28pg/mL (0-680pg/mL) e de O pg/ml (0-178pg/mL) em cultura de células
estimuladas com SLA apds adicdo de IL-10. (P<0,05). Em pacientes com LM
IL-10 também diminuiu a producéo dessa citocina de 58pg/mL (0-141pg/mL)
em cultura com SLA para 23pg/mL (4-129pg/mL) em cultura com SLA+IL-10,
60% de supressao (P<0,05).
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Figura 1: Atividade moduladora de IL-10 na producédo de TNF-a e IL-17 em pacientes com LC
e LM. CMSP de pacientes com LC (N=19) e LM (N=9) foram estimuladas com SLA (5ug/mL) na
presenca ou ndo de IL-10 (10ng/ml). A producgdo de TNF-a (A) e IL-17 (B) foi avaliada através

de ensaio imunoenzimético (ELISA) e as concentracdes expressas em pg/mL. Para as andlises

estatisticas foi utilizado o teste de Wilcoxon.
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A atividade moduladora de TGF-B na producao de TNF-a e IL-17 também foi
avaliada. TGF-B diminuiu a produgédo de TNF-a de 1320pg/mL (15-7440pg/mL)
para 367pg/mL (0-7100pg/mL) em LC, 72% de supressao, (P<0.0005) e de
2080pg/mL (110-9173pg/mL) para 117pg/mL (0-8127pg/mL) em LM, 94% de
supressao, (P<0.05) (Figura 2A). Em relacédo a producéo de IL-17, a adi¢édo de
TGF-B na cultura de células diminuiu a producdo de IL-17 de 36pg/mL (1-
680pg/mL) para 15pg/mL (0-382pg/ml) em LC, 58% de supressao, (P<0,005),
mas néo apresentou efeito modulador em pacientes com LM (de 173pg/mL (93-
305pg/mL) para 48 (0-263pg/mL) (Figura 2B) (P>0,05).



37

Figura 2
Figura 2A
LC LM
10000+ * —
75004 = N ¢
_
£ 5000+
S 50007
3 b
= ey
— 2500+ -
... A: v —
._:‘. A.AA.AA 'V .A.A‘_
SLA SLA+TGF-8 SLA SLA+TGF-B
*P<(0,0005 **P<0,05
Figura 2B
LC LM
S S
700' n
600+
1
e 500+
g 400+ A
l; 300+ - v .
— 200+ . N —v':—
1009 =™ v ———
pl e s :
SLA SLA+TGF-8 SLA SLA+TGF-B
* P<0,005

Figura 2: Avaliacdo da acdo moduladora de TGF-B na producdo de TNF-a e IL-17 em
pacientes com LC e LM. CMSP de pacientes com LC (N=14) e LM (N=6) foram estimuladas
com SLA (5ug/mL) na presenga ou ndo de TGF-B (10ng/ml). A produgéo de TNF-a (A) e IL-17
(B) foi mensurada por ensaio imunoenzimético (ELISA) e as concentracdes expressas em

pg/mL. Para as analises estatisticas foi utilizado o teste de Wilcoxon.
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IL- 27 ndo suprime a producédo de citocinas inflamatérias por células de

pacientes com leishmaniose tegumentar:

Além de seu papel em estimular uma resposta imune do tipo Thl, IL-27 tem
sido descrita como uma citocina moduladora da resposta inflamatéria (Villarino
et al. 2003; Artis et al. 2004). Entretanto, no presente estudo IL-27 n&o
apresentou atividade supressora na producéo de IFN- y (Figura 3). A producgéo
de IFN-y em pacientes com LC foi de 2203pg/mL (105-12560pg/mL) quando o
estimulo foi apenas SLA e de 2670pg/mL (0-9150pg/mL) quando IL-27 foi
adicionado a cultura (P>0,05). (Figura 3A). IL-27 também falhou em modular a
producdo desta citocina em pacientes com LM [2370pg/mL (0-24880pg/mL)
estimuladas com SLA e 1785pg/mL (65-13106pg/mL) quando estimuladas com
SLA na presenca de IL-27) (P>0,05)]. A adicdo de IL-27 também né&o
apresentou efeito modulador na producdo de TNF-a em pacientes com LC
[1893 pg/mL (0-7440pg/mL) em culturas estimuladas com SLA e 1833pg/mL
(46-7420pg/mL) em culturas estimuladas com SLA na presenca de IL-27], nem
em pacientes com LM [1699 pg/mL (892-9173pg/mL) em culturas estimuladas
com SLA e 1317pg/mL (487-9942pg/mL) em culturas estimuladas com SLA na
presenca de IL-27]. (Figura 3B). IL-27 também nao apresentou efeito
modulador na producdo de IL-17 em pacientes com LC [28 pg/mL (O-
680pg/mL) em culturas estimuladas com SLA e 42pg/mL (0-700pg/mL) em
culturas estimuladas com SLA na presenca de IL-27] e com LM [77pg/mL (O-
305pg/mL) em culturas estimuladas com SLA e 83,5pg/mL (0-709pg/mL) em

culturas estimuladas com SLA na presenca de IL-27].
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Figura 3: Efeito da atividade moduladora de IL-27 em pacientes com LC (N=19) e LM (N=7).
CMSP foram estimuladas com SLA (5ug/ml) na presenca ou nao de IL-27 (100ng/ml). A
producdo de IFN-y (A) e TNF-a (B) foram mensuradas por ensaio imunoenzimatico (ELISA) e

as concentracdes sdo apresentadas em pg/mL. Para as analises estatisticas foi utilizado o

teste de Wilcoxon.
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Como parte de seu papel regulatorio da resposta imune, IL-27 foi apontada
como indutora da producéo de IL-10 por células TCD4" humanas (Murugaiyan
et al. 2009). Nesse estudo, células de pacientes com LC e LM estimuladas com
SLA na presencga de IL-27 produziram mais IL-10 quando comparadas com
células estimuladas apenas com SLA (Figura 4). Em pacientes com LC a
producéo aumentou de 84pg/mL (2-925pg/M) para 98pg/mL (10-864pg/mL) e
em pacientes com LM aumentou de 43pg/mL (8-184pg/mL) para 77pg/mL(32-
308pg/mL). Essa diferenca, porém, ndo apresentou significancia estatistica.
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Figura 4: Indug&o de IL-10 por IL-27 em pacientes com LC (N=15) e LM (N=7). PBMC foram
estimuladas com SLA (5ug/ml) na presenca ou ndo de IL-27 (100ng/mL). A producédo de IL-10
foi mensurada por ensaio imunoenzimatico (ELISA) e as concentracdes sdo apresentadas em
pg/mL. Para as andlises estatisticas foi utilizado o teste de Wilcoxon.
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Neutralizacdo de TNF-a inibe a producé&o de IFN-y e nao induz a produgao
de IL-10:

Alguns estudos ja demonstraram que macrofagos contribuem para a producao
de TNF-a na leishmaniose tegumentar humana (Bacellar et al. 2002; Giudice et
al. 2012). Como TNF-a é produzida por macréfagos durante a resposta imune
inata, essa producéo inicial pode contribuir na producéo exagerada de IFN-y
pelas células T CD4". Estimulamos células de pacientes com LC e LM com
SLA na presenca ou ndo de mAb anti-TNF-a. A producdo de IFN-y € mostrada
na Figura 5. A neutralizacdo de TNF-a diminui a produgao de IFN-y de 2820
pg/ml (1120-10280 pg/ml) para 2440 pg/ml (250-9050 pg/ml) em pacientes com
LC, p<0.005 e de 5687pg/ml (1040-17160 pg/ml) para 3255 pg/ml (80-13420
pg/ml) em pacientes com LM, p<0.05. Por outro lado, a neutralizacdo de TNF-a
nao interferiu na producdo de IL-10. A producdo de IL-10 por células de
pacientes com LC apoés estimulo com SLA foi de 153 pg/mL (31-925 pg/mL) e
apos neutralizagéo de TNF-a foi de 173 pg/mL (18-625 pg/mL) P>0,05. Em LM
a producédo dessa citocina em culturas estimuladas com SLA foi de 184 pg/mL
(37-265 pg/mL) e 86 pg/mL (34-603 pg/mL) apés a neutralizacdo de TNF-a
(P>0,05).



43

Figura 5

12500+ LC LM

10000+

7500+

5000+

IFN-y pg/mL

2500+

SLA SLA+a TNF o SLA SLA+a TNF o

**P<0,0005 *P<0,05

Figura 5: Efeito da neutralizacdo de TNF-a na producao de IFN-y em pacientes com LC (N=15)
e LM (N=6). CMSP foram estimuladas com SLA (5ug/ml) em presenca e auséncia de anticorpo
anti-TNF-a (20ug/ml). As determinagdes foram realizadas por método imunoenzimético (ELISA)
e as concentracfes sdo dadas em pg/mL. Para as andlises estatisticas foi utilizado o teste de
Wilcoxon.

Para assegurar que os resultados obtidos foram devidos especificamente a
neutralizacdo de TNF-a e ndo devido a presenca de um anticorpo, foi realizado
um experimento controle com uma IgG inespecifica. A andlise estatistica ndo
revelou diferenca significante na presenca ou auséncia da imunoglobulina,
sendo a producdo de IFN-y de 3433pg/mL (1864-11943pg/mL) quando o

estimulo foi apenas SLA e de 2455pgmL (1792-4476pg/mL) na presenca de
SLA e IgG inespecifica.
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Neutralizacdo de IFN-y inibe a producao de TNF-a e induz a producao de
IL-10:

Como a producédo exagerada de IFN-y poderia também estar envolvida na alta
producéo de TNF-a, nos investigamos o efeito da neutralizagdo de IFN-y na
producéo de TNF-a por células de pacientes com LTA. A neutralizagdo de IFN-
y diminuiu a producédo de TNF-a em LC e LM (Figura 6). Em cultura de células
de pacientes com LC a producao de TNF-a foi de 802 pg/mL (0-9173pg/mL)
guando estimulada apenas com SLA e de 494pg/mL (0-2210pg/mL) apéds
neutralizacdo de IFN-y, P<0.05. Nos pacientes com LM a producdo de TNF-a
foi 2800pg/mL (110-9173pg/mL) em culturas estimuladas com SLA e a adigao
de anti-IFN-y resultou em 401pg/mL (100-2309pg/mL), P<0,05.
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Figura 6: Avaliacdo do efeito da neutralizacdo de IFN-y na producdo de TNF-a em pacientes
com LC (N=14) e LM (N=7). CMSP foram estimuladas com SLA (5ug/mL) em presenga e
auséncia de anticorpo anti-IFN-y (100pg/mL). As determina¢des foram realizadas pelo método
de ELISA e as concentracdes sdo dadas em pg/mL. Para as analises estatisticas foi utilizado o
teste de Wilcoxon.
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A neutralizagdo de IFN-y também aumentou a produgao de IL-10 por células de
pacientes com LM e LC. Em pacientes com LC a producao de IL-10 foi de
107pg/mL (31-925pg/mL) quando o estimulo foi SLA e 1001pg/mL (51-
1365pg/mL) apoés a neutralizagcdo de IFN-y. Em LM a produgdo foi de
92,5pg/mL (12-265pg/mL) quando estimuladas com SLA e 671pg/mL (51-
886pg/mL) apobs a neutralizacdo de IFN-y (P<0.005 e P<0.05, respectivamente)
(Figura 7).
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Figura 7: Efeito da neutralizacdo de IFN-y na produgao de IL-10 em pacientes com LC (N=13)
e LM (N=7). CMSP foram estimuladas com SLA (5ug/mL) em presenca e auséncia de anticorpo
anti-IFN-y (100ug/mL). As determinacdes foram realizadas pelo método de ELISA e as
concentracbes sdo dadas em pg/mL. Para as analises estatisticas foi utilizado o teste de

Wilcoxon.

Também foi realizado o experimento controle para a confirmacdo do efeito da
neutralizacdo de IFN-y. Assim como no caso da neutralizacdo de TNF-a, foi
utilizada uma IgG inespecifica para comprovar que os resultados obtidos nao
foram devidos a presenca de uma imunoglobulina mas sim devido,
especificamente, ao efeito da neutralizacdo de IFN-y. Ndo houve diferenca
significativa na producdo de TNF-a na presengca da IgG, 387pg/mL (O-
1268pg/mL), ou auséncia, 104pg/mL (0-845pg/mL), P>0,05.
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Resultados objetivo 3

Avaliar a modulagdo da resposta imune em individuos com infeccdo subclinica
por IL-10 e IL-27.

Producdo de citocinas em individuos com infec¢éo sub-clinica:

A Figura 8 apresenta a produgdo de IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-17 em 13
individuos com infeccéo sub-clinica. A producéo de IFN-y e de TNF-a foi menor
nos individuos SC quando comparada com a producdo observada nos
pacientes com LC, confirmando dados anteriores (Follador et al. 2002).
Entretanto, a producdo de IL-17 foi maior nos individuos SC, 26pg/mL(0-
278pg/mL), quando comparada com a produgédo observada nos pacientes com
LC, O (0-144pg/mL), embora sem significancia estatistica. Em relacdo a
producédo de IL-10 ndo houve diferenca estatistica entre individuos com
infeccdo subclinica (9pg/mL, 0-461pg/mL) e pacientes com LC (Opg/mL, O-
75pg/mL), P=0,6.
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Figura 8: Producéo de citocinas em individuos com infec¢do subclinica e em pacientes com
leishmaniose cutadnea. CMSP foram estimuladas com SLA (5ug/ml) por 72 horas (96 horas
para IL-17). As determinacdes foram realizadas por ensaio imunoenzimético (ELISA) e as
concentracfes sdo dadas em pg/mL. Para andlise estatistica foi utilizado o teste de Mann-
Whitney. *P<0,05 **P>0,05
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Avaliacdo da producdo de IL-10 e IL-27 na infeccdo subclinica por L.

braziliensis

Como os individuos com infec¢cdo SC produzem menos IFN-y e TNF-a do que
os pacientes com LC e controlam a infeccao, foi avaliado se esses individuos

tinham uma resposta imune mais modulada do que os pacientes com LC.

Como a produgéo de IL-27 néo foi detectada nos sobrenadantes de cultura, e a
producéo de IL-10 foi semelhante nos 2 grupos, a expressao destas citocinas
foi avaliada através de PCR.

A Figura 9 apresenta a expressdo de RNAm para IL-10 (A) e de IL-27 (B) em
células de individuos SC e de pacientes com LC. A expresséo de IL-10 em
individuos com infeccdo subclinica foi similar a expressdo observada em
pacientes com leishmaniose cutanea. Entretanto a expressdo de IL-27 foi
significantemente maior em pacientes com LC, 36 (19-122) em experimento ex
vivo e de 44 (7-212) na presenca de SLA, quando comparada com a expressao
observada nos individuos SC 17,5 (1-66) em experimento ex vivo e 34 (16-94)
na presenca de SLA, p<0,05.
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Figura 9: Expressdo de RNAm para IL-10 (A) e IL-27(B) em CMSP de individuos com infecgao
subclinica e pacientes com leishmaniose cutdnea. RNAm total para citocinas ex vivo e em
resposta a SLA, apds 12 horas de cultura. Cada ponto representa um paciente diferente e cada
barra representa a mediana. Para analise estatistica foi utilizado o teste Mann-Withney.
*P<0,05 e **P=0,01
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Neutralizacdo de IL-10 n&o altera a producédo de IFN-y em individuos com

infeccdo subclinica:

Outros estudos tém mostrado que a producéo de IL-10 é maior em SC que em
LC (Bittar et al. 2007). Para avaliar se uma maior producdo de IL-10 estaria
modulando a producéo de IFN-y nesses individuos, foi adicionado anticorpo
monoclonal anti-IL-10 nas culturas de células estimuladas com SLA. A
neutralizacdo de IL-10 n&o interfere na producdo de IFN-y (Figura 10). A
mediana da producédo de IFN-y foi de 46 pg/mL (24-2560 pg/mL) e de 61
pg/mL, 22-1920 pg/mL apéds a adicdo de anti-IL-10, p>0.05.
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Figura 10: Efeito da neutralizacdo de IL-10 na producédo de IFN-y em individuos com infecgéo
subclinica. CMSP foram estimuladas com SLA (5ug/mL) em presenca e auséncia de anticorpo
anti-IL-10 (100ng/mL). As determinagbes foram realizadas pelo método de ELISA e as
concentracbes sdo dadas em pg/mL. Para as analises estatisticas foi utilizado o teste de

Wilcoxon.
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6. DISCUSSAO

Apesar de CMSP de pacientes com LC e LM produzirem grandes
guantidades de IFN-y, a principal citocina responsavel pela ativacao dos
macrofagos para matar a Leishmania, esses pacientes desenvolvem a lesao.
Varias evidéncias ja mostraram que a forte resposta do tipo Thl, através da
producdo de citocinas pro-inflamatérias (IFN-y e TNF-a) e a auséncia de
producdo de IL-10, estdo envolvidas na forte resposta inflamatéria que é
responsavel pelo desenvolvimento da lesdo nesses pacientes (Antonelli et
al. 2005; Faria et al. 2005; Oliveira et al. 2011). Além disso, a observacao
gue a pentoxifilina, uma droga que modula a producéo de TNF-a, associada
ao antimonial pentavalente, cura pacientes resistentes ao tratamento
convencional e acelera a cura nesses pacientes (Lessa et al. 2001; Lessa et
al. 2007; Machado et al. 2007) fortalece a hipotese que a auséncia de
modulacdo da resposta inflamatéria estd associada com a patogénese da
leishmaniose tegumentar. Por outro lado, alguns individuos residentes em
area de transmissdo de L. braziliensis apresentam uma reacdo de
hipersensibilidade tardia ao antigeno de leishmania mas ndo desenvolvem a
doenca. As CMSP desses individuos produzem menos IFN-y e TNF-a
guando comparados com os pacientes com LC (Follador et al. 2002). Até o
momento ndo esta completamente elucidado porque esses individuos SC

tem a capacidade de controlar a infec¢ao.

Neste estudo foi mostrado que enquanto IL-10 e TGF-B modulam a
producédo de TNF-a e de IL-17, IL-27 n&o apresentou um papel importante
em modular a producéo de citocinas inflamatorias.

IL-10 € uma citocina com propriedades antiinflamatérias, necessérias
para controlar a forte resposta inflamatdria que pode acompanhar a resposta
imune local no tecido (O'Garra et al. 2004). IL-10 é a citocina regulatoria
importante na leishmaniose humana (Carvalho 1994), mas na LC e na LM
apresenta uma capacidade diminuida de modular a producdo de IFN-y
(Bacellar et al. 2002). Neste estudo mostramos que IL-10 apresenta
atividade moduladora sobre a producdo de TNF-a em LC, revelando uma

supressédo de 85%, mas nao apresenta o0 mesmo efeito em LM. A acao
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regulatéria de IL-10 depende da expressao de seu receptor (Ding et al.
2003). Estudos anteriores j& haviam mostrado que pacientes com LM
produzem mais TNF-a e menos IL-10 quando comparados com pacientes
com LC (Bacellar et al. 2002). Uma explicacdo possivel para a diminui¢cdo da
capacidade de IL-10 modular a producdo de TNF-a na leishmaniose mucosa
esta na observacdo de que células da lesdo mucosa expressam menos
receptor de IL-10 quando comparados com células da lesdo cutanea (Faria
et al. 2005).

Um importante achado nesse estudo é a observacao que IL-10 diminui a
producdo de IL-17 nas formas clinicas cutdnea e mucosa da leishmaniose
tegumentar. Embora IL-17 esteja envolvida na defesa de varias agentes
intracelulares (Miyazaki et al. ; Matsuzaki e Umemura 2007; Bueno et al.
2012), essa citocina contribui para a inflamacéao atraves do recrutamento de
neutrofilos e inducdo de varios mediadores inflamatorios como IL-1, IL-6,
TNF-a (Korn et al. 2007). Quando comparados a individuos néo infectados,
CMSP de pacientes com LC e LM produzem mais IL-17 e essa citocina
também esta presente nas lesdes desses pacientes (Bacellar et al. 2009;
Boaventura et al. 2010), indicando que ela pode participar da destruicao
tecidual observada nessa doenca. A observacdo que IL-10 diminui a
producdo de IL-17 na leishmaniose tegumentar corrobora com outros
estudos que apontam IL-10 como uma molécula reguladora da producéo de
IL-17 em outras doencas inflamatérias, como colite e doenca pulmonar por
Mycobacterium avium (Lim et al. 2010; Chaudhry et al. 2011; Liu et al. 2011).

TGF-B ¢é outra citocina que tem capacidade de regular a resposta imune
inflamatoria através da supressdo da diferenciacio de células T CD4 *
efetoras, induzir a converséao de células T virgens em células Treg, inibicdo
da producdo de IL-2 e IFN-y e supressao da atividade de macroéfagos,
células dendriticas e células Natural Killer (NK) (Brabletz et al. 1993;
Yoshimura et al. 2010).

Na leishmaniose tegumentar humana, a adicdo in vitro de TGF-B em
cultura de CMSP de pacientes com LC e LM nao inibiu a producéo de IFN-y
especifica para o antigeno de Leishmania, mas inibiu a producdo de IFN-y
por células de individuos sadios estimulados com PPD em 47% (Bacellar et

al. 2002). Entretanto nesse estudo, TGF-f suprimiu a producdo de TNF-a
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por células de pacientes com LC e com LM. O efeito inibitério de TGF-
sobre células Thl é minimo em células T ativadas, onde existe diminuicao
de expresséao de receptores de TFG-[3, e essa expressédo é dependente de
IL-10 (Cottrez e Groux 2001). A observacéao anterior que a producédo de IFN-
y € maior que a producdo de TNF-a e a producdo de IL-10 é baixa ou
ausente nesses pacientes (Bacellar et al. 2002) pode explicar porque TGF- 3
tem um efeito maior na producdo de TNF-a do que na producdo de IFN-y
nos pacientes com leishmaniose tegumentar.

Embora controverso ja estd documentado que IL-6 e TGF- B induzem
producdo de IL-17 em células T virgens (Korn et al. 2007). Entretanto, os
resultados aqui apresentados apontam para o papel de TGF-B como
modulador da producgéo de IL-17 por células de pacientes com LC. Como as
células desses pacientes ja estdo ativadas e re-estimuladas in vitro pelo
antigeno de Leishmania, TGF-3 talvez tenha um papel mais modulador do
gue indutor de IL-17 nesses pacientes.

Os estudos iniciais sobre a biologia da IL-27 fornecem evidencias do
papel desta citocina na iniciacdo da resposta imune do tipo Thl (Pflanz et al.
2002; Takeda et al. 2003). Entretanto, estudos subsequentes indicaram que
IL-27 tem uma ampla acdo inibitoria em células Thl, prevenindo
imunopatologia causada por essa classe de células T (Yoshimura et al.
2006; Findlay et al. 2010). Nossos resultados mostraram que IL-27 né&o
interferiu na producéo de IFN-y, TNF-a e IL-17 por células de pacientes com
LC ou LM. Os efeitos antiinflamatorios de IL-27 sdo em parte devido a
producédo de IL-10 (Murugaiyan et al. 2009; Freitas do Rosario et al. 2012).
A adicdo de IL-27 as culturas de CMSP de pacientes com LC e LM também
nao interferiu na producdo de IL-10 por essas células, confirmando que
nesse estudo IL-27 ndo exerce efeito regulatério na forte resposta
inflamatdria observada na leishmaniose tegumentar humana.

Ja foi observado que os macrofagos de pacientes com LC e LM
infectados com L. braziliensis produzem grande quantidade de TNF-a
guando comparado com os macréfagos de individuos SC (Giudice et al.
2012). Como essa producao inicial de TNF-a por macrofagos durante a
resposta imune inata poderia contribuir para a producéao exagerada de IFN-y

pelas células T desses pacientes, a neutralizacdo desta citocina poderia
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interferir na secrecdo de IFN-y. Nesse estudo foi observado que a
neutralizagédo de TNF-a diminuiu a producéo de IFN-y, mas n&o interferiu na
producéo de IL-10 por CMSP de pacientes com LM e LC. Esses resultados
junto com os dados iniciais que demonstraram que o0 tratamento com
pentoxifilina, um inibidor de TNF-a, cura pacientes refratarios e acelera a
cura desses pacientes (Lessa et al. 2001; Bafica et al. 2003; Machado et al.
2007) sugere que essa citocina pode estar contribuindo para a producéo
exagerada de IFN-y e para destruicao tecidual observada nessa doenca.

Por outro lado, a neutralizacdo de IFN-y diminuiu significantemente a
producéo desta TNF-a por CMSP de pacientes com LC e LM. Dessa forma,
a producédo de IFN-y pelas células Th1 poderia também estar estimulando a
producdo de TNF-a por essas células. A diminuicio de TNF-a foi
acompanhada do aumento da producao de IL-10 nesses pacientes. Esse
achado é relevante desde quando a IL-10 tem se mostrado ter um papel
protetor em algumas doencas inflamatorias (Cardoso et al. 2006; Faith et al.
2012; Freitas do Rosario et al. 2012).

O conhecimento de como a resposta imune do hospedeiro pode controlar
a infeccéo por L. braziliensis € importante no desenvolvimento de vacinas e
no controle das leishmanioses. Enquanto varias evidéncias apontam para o
papel da forte resposta imune inflamatéria no desenvolvimento da leséo,
pouco se sabe sobre como os individuos expostos a infeccdo por L.
braziliensis controlam a infeccdo. Em uma area endémica de transmisséao de
Leishmania major o teste de hipersensibilidade tardia ao antigeno de
Leishmania foi associado com protecédo para LC (Ben Salah et al. 2005).

Nesse estudo a producdo de IFN-y e de TNF-a nesses individuos foi
menor quando comparado com o0s pacientes com LC, confirmando
resultados anteriores (Follador et al. 2002). Em relac&o a producéao de IL-17,
foi maior nos individuos SC, embora ndo fosse estatisticamente significante.
Alguns aspectos em relacdo a avaliacdo da resposta imune nesses
individuos devem ser observados. Primeiramente, ndo se sabe quando
esses individuos foram expostos a infeccdo por L. braziliensis. Depois, 0
periodo entre a positividade do teste intradérmico e a avaliacdo da resposta

imune pode interferir nos resultados obtidos. De fato, os niveis mais baixos
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de IFN-y, TNF-a e IL-17 foram observados em individuos que foram
avaliados 1 ano ap0s a detecc¢do do teste intradérmico positivo.

Embora IL-17 seja produzida por CMSP de pacientes com LC e LM, essa
producdo é bem menor quando comparada com a producdo de IFN-y. E
existe uma correlagdo inversa entra a producdo de IL-17 e a producdo de
IFN-y nesses pacientes (Bacellar et al. 2009). Varios estudos ja
demonstraram que a producao de IFN-y regula negativamente a produgéo
de IL-17 (Harrington et al. 2005; Park et al. 2005). Dessa forma, nesses
individuos SC, uma menor producdo de IFN-y e uma maior produgao de IL-
17 poderiam estar associadas com protecao nesses individuos. Um estudo
realizado em uma é&rea de transmissdo de Leishmania donovani mostrou
uma associagcdo entre a producdo de IL-17 e resisténcia na leishmaniose
visceral (Pitta et al. 2009). Entretanto, mais estudos ainda sdo necessarios
para melhor avaliar o papel desta citocina na protecdo contra a infecgao por
L. braziliensis.

Como os pacientes com LC e LM apresentam uma incapacidade de
modular IFN-y (Bacellar et al. 2002), foi avaliado se a diminuicdo da
producdo de citocinas pro-inflamatorias nos grupo dos SC, estava
relacionada com a capacidade de citocinas regulatérias (IL-10 e IL-27) em
controlar a resposta imune e consequentemente impedir o desenvolvimento
da lesdo. A producdo de IL-10 foi baixa no grupo SC e semelhante aos
encontrados no grupo LC. Além disso, a neutralizacdo de IL-10 néo
aumentou a producdo de IFN-y nesses individuos. Dessa forma, nos
individuos com infeccédo SC, a IL-10 parece néo ter um papel importante na
regulacao da resposta imune.

Em relacéo a expressédo de IL-27, ela foi maior ex vivo, e em culturas de
CMSP estimuladas com SLA em pacientes com LC quando comparados
com os individuos SC. Como IL-27 ndo mostrou um papel modulador da
resposta imune nesses pacientes, € possivel que essa citocina possa estar
envolvida no desenvolvimento da resposta Thl.

O papel de células Treg em modelos experimentais de infeccdo por
Leishmania tem sido bastante estudado (Aseffa et al. 2002; Belkaid et al.
2002; Falcao et al. 2012). Na leishmaniose tegumentar humana, as células

Treg estdo presentes no sangue periférico e em lesdes de pacientes com LC
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e sdo capazes de diminuir a proliferacdo de células T CD4+CD25-
alogénicas quando estimuladas com phitohemaglutinina (PHA), mas essa
supressao foi bastante varidvel entre os pacientes e em alguns pacientes
essa atividade néo foi observada (Campanelli et al. 2006). Também nao foi
observada diferenca no numero dessas células no sangue periférico de
pacientes com LC e de individuos resistentes a infeccdo residentes em uma
area endemica de L. braziliensis (Salhi et al. 2008). E mais recentemente,
em pacientes com LC crbnica causada por Leishmania panamensis e L.
braziliensis foi observada um aumento no niamero de células Treg no sangue
periférico quando comparado com individuos SC. Entretanto a capacidade
das células Treg desses pacientes de controlar a resposta inflamatéria foi
inferior a capacidade das células Treg dos SC e foi independente da
producéo de IL-10 por essas células (Rodriguez-Pinto et al. 2012).

Nesse estudo foi mostrado que a modulacdo da resposta inflamatoria de
pacientes com leishmaniose tegumentar causada por L. braziliensis esta
associada com o aumento da producéo de IL-10. Estudos futuros devem ser
realizados para identificar que células sdo responsaveis pela producao

dessa citocina na leishmaniose tegumentar americana.

Um estudo recente mostrou que macrofagos de individuos SC sdo menos
infectados e produzem menos moléculas inflamatdrias quando comparado
com os macroéfagos de pacientes com LC e LM (Giudice et al. 2012). Como a
erradicacdo do parasito e consequentemente a ocorréncia de formas
assintomaticas da infeccdo ndo pode ser explicada pela acédo efetiva da
resposta imune adaptativa, é necessario um maior aprofundamento no
conhecimento do papel da resposta imune inata na infeccdo por L.

braziliensis.
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7. Sumario de Resultados

1. IL-10 e TGF-B desempenham importante papel na modulacdo da resposta
imune na leishmaniose tegumentar, sobretudo na LC, modulando a producao
de TNF-a e IL-17.

2. IL-27 n&o diminui a producéo de IFN-y, TNF-a e de IL-17 em pacientes com
LC e com LM, sugerindo que IL-27 ndo desempenha fungdo moduladora na
leishmaniose tegumentar.

3. A observacgao de que a neutralizagdo de TNF-a diminui a producdo de IFN-y
sugere que essa citocina produzida no inicio da resposta imune pode contribuir

para a producao exagerada de IFN-y pelas células T CD4+.

4. A observacado que a neutralizacdo de IFN-y diminui a producdo de TNF-a e
aumenta a producdo de IL-10 reforca a hipotese de que a deficiéncia de
modulagdo da resposta Thl, sobretudo na LM, estd relacionada com a
producéo exagerada de IFN-y e auséncia de IL-10.

5. Como néo foi observada diferenca na producao de IL-10 entre individuos SC
e pacientes com LC e a expressao de IL-27 foi menor no grupo de SC, estas
citocinas parecem nao ter um papel importante no controle da infeccéo por L.

braziliensis.
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8. CONCLUSAO

IFN-y parece ser a citocina mais envolvida na patogénese da LTA por interferir

na producgéo de TNF-a e IL-10
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