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ALMEIDA, A. F. Avaliacdo da producdo de citocinas Th17, Thl e Th2 por linf6citos T em
pacientes com leishmaniose teqgumentar americana. 2013. Disserta¢cdo (Mestrado Académico
em Saude Publica) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo Cruz,
Recife, 2013.

RESUMO

As leishmanioses sdo um grave problema de salde em todo o mundo e a forma cuténea é
encontrada em todas as regides do Brasil, sendo endémica no estado de Pernambuco.
Infeccbes por Leishmania levam a ativacdo da resposta imunolégica no hospedeiro,
destacando-se a resposta celular. Esta é caracterizada por expansdo de varios tipos celulares,
sobretudo de linfocitos T, com producéo de diferentes perfis de citocinas. Este estudo teve
como objetivo caracterizar imunofenotipicamente pacientes portadores de leishmaniose
tegumentar ativa quanto a producédo das citocinas IL-17, IL-21, IL-22, IL-23, IFN-y, TNF-a,
IL-10 e IL-4. Verificou-se a producdo sérica de IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y ¢ IL-17 em
pacientes com doenca ativa (AT), apds tratamento (PT) e de pacientes que apresentaram cura
espontanea das les6es (CE). Buscou-se também a associacdo entre producdo de citocinas na
resposta imune celular de pacientes AT, relacionando a resposta imune dos perfis Thl, Th2 e
Th17. Foi observada maior proporcéo de linfocitos T CD3" e T CD4", maior producio de IL-
17 e 1L-23 por linfocitos T CD4" e de IL-4 por linfécitos T CD4" e T CD8" em AT, em
comparagio aos controles, e também maior producio de IL-10 por linfocitos T CD8" em AT.
Os resultados revelaram maior concentragdo sérica de IL-6 em CE em comparagao aos outros
grupos. Além disso, observou-se associacdo positiva significativa entre citocinas Thl (IFN-y)
e Th2 (IL-4) em AT. Os resultados mostram que a proporcéo de linfécitos T CD3" e T CD4" é
importante no processo de cura das lesbes. O predominio de citocinas Th2 na doenca ativa
sugere uma desregulacdo imunoldgica temporéaria inicial. No entanto, pode haver um
favorecimento para a cura clinica nos pacientes que apresentam uma boa inducdo para a
resposta Th17 com producéo significativa de 1L-6, como observado em CE. Portanto, um
balanco adequado entre as respostas imunes no paciente pode ser o ideal para uma melhor
resolucéo das patologias causadas L. (V.) braziliensis.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea, Imunidade celular, Citocinas, Citometria de fluxo.



ALMEIDA, A. F. Evaluation of the production of Thl7, Thl and Th2 cytokines by
lymphocytes in patients with American cutaneous leishmaniasis. 2013. Dissertation (Master
in Public Health) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&es, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife,
2013.

ABSTRACT

Leishmaniasis is a serious health problem in the world and the cutaneous form is found in all
regions of Brazil, being endemic in the state of Pernambuco. Leishmania infections lead to an
activation of the host immune response, mainly the cellular immune response. This response
is characterized by expansion of various cell types, especially T lymphocytes, with production
of different cytokine profiles. This study aimed to characterize immunophenotypically
patients with active cutaneous leishmaniasis regarding the production of the cytokines 1L-17,
IL-21, IL-22, IL-23, IFN-y, TNF-q, IL-10 and IL-4. It also verified the serum production of
IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y and IL-17 by patients with active lesions (AC) and after
chemotherapy (PT), and patients with spontaneously healing lesions (SH). This project sought
the association between the cytokine production in AC, specially relating the immune
response by the Th1, Th2 and Th17 subsets. It was observed higher proportion of CD3" and
CD4" T lymphocytes, higher production of IL-17 and IL-23 by CD4" T lymphocytes and of
IL-4 by CD4" and CD8" T lymphocytes in AC, when compared to controls, and also higher
production of IL-10 by CD8" T lymphocytes in AC. The results showed a higher I1L-6 serum
concentration in SH in comparison to the other groups. Furthermore, it was observed a
positive association between Thl (IFN-y) and Th2 (IL-4) cytokines in AC. Thus, the results
observed demonstrate that CD3" and CD4" T lymphocytes proportion is important in the
lesion healing process. The predominance of Th2 cytokines in the active disease suggests an
initial temporary immunologic deregulation. However, there may be a tendency to the clinical
cure in patients presenting a good Th17 induction with significant 1L-6 production. This was
observed in SH. Therefore, an adequate balance between the immune responses in the patient
can be the ideal for a better resolution of pathologies caused by L. (V.) braziliensis.

Key Words: Cutaneous leishmaniasis, Cellular immunity, Cytokines, Flow cytometry.
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1 Introducéo

A leishmaniose tegumentar americana € uma doenca emergente e re-emergente,
havendo um aumento da sua incidéncia nas duas ultimas décadas (BASANO; CAMARGO,
2004; GOTO; LINDOSO, 2010). Estima-se que as leishmanioses em geral apresentem uma
prevaléncia de 12 milhdes de casos no mundo, sendo que 350 milhdes de pessoas estdo
ameacadas de contrair a doenca. As leishmanioses ocorrem em 88 paises, sendo 72 destes
paises em desenvolvimento. Noventa por cento dos casos de leishmaniose mucocutanea
ocorrem no Brasil, Bolivia e Peru e 90% dos casos de leishmaniose cutdnea ocorrem no
Brasil, Afeganistdo, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria (DESJEUX, 2004). Nas Américas, a
leishmaniose tegumentar distribui-se do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina
(NEVES, 2005). Em Pernambuco, é uma doenca endémica, e a Zona da Mata concentra 60%
dos casos (BRANDAO-FILHO et al, 1994; BRITO et al., 2009).

As formas clinicas da leishmaniose tegumentar americana (LTA) dependem da espécie
do parasita, do vetor, além das caracteristicas epidemioldgicas, constituicdo genética e
condigdo imunolégica do hospedeiro (ROGERS et al., 2002). A Leishmania (Viannia)
braziliensis é considerada uma das espécies mais importantes para a satde publica, ndo sé por
ser responsavel pela maioria dos casos de LTA no pais, como também pela sua capacidade de
causar desde uma infeccdo cutanea localizada até graves lesbes mucocutaneas mutilantes
(SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). Essa especie, transmitida por flebotomineos do
género Lutzomyia, é o principal agente identificado até o momento em Pernambuco
(ANDRADE et al., 2005; BRANDAO-FILHO et al., 2003; BRITO et al., 2009).

Sabe-se que as infeccBes por Leishmania levam a uma ativacdo da resposta
imunoldgica no hospedeiro. HA uma expansdo de varios tipos de células, caracterizada
sobretudo por linfécitos T CD4", apresentando um perfil de citocinas Thl ou Th2
(HOLZMULLER; BRAS-GONCALVES; LEMESRE, 2006; REIS et al., 2006). Ap6s 0
tratamento quimioterdpico e a cura se observa uma diminuicdo proporcional dos linfécitos T
CD4", com um aumento de T CD8" sendo esse balango implicado no processo de resisténcia a
LTA com producdo de um padrédo de resposta imunoldgica Thl (BARATTA-MASINI et al.,
2007; COUTINHO et al., 2002, DA-CRUZ et al.,2002; GOLLOB et al., 2008).

Estudos tém mostrado que uma boa resposta Th1l é necesséria, auxiliando na protecao

ao parasita. Se a resposta for do tipo Th1l, citocinas como Interleucina(lL)-2, Interferon(IFN)-
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gama, Fator de necrose tumoral (TNF)-alfa e IL-12 serdo produzidas, promovendo ativacdo
de macrdfagos e destruicdo dos parasitas. Por outro lado, se a resposta for do tipo Th2 serdo
produzidos IL-4 e IL-10. Estas citocinas provocardo uma baixa ativacdo macrofagica e,
consequentemente, as formas clinicas aparecerdo. A Leishmania é capaz de direcionar a
diferenciacdo de células T para uma resposta do tipo Th2, caracterizada pela persisténcia da
infeccdo (BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1998; REIS et al., 2006).

Estudos recentes tém evidenciado o novo subtipo celular conhecido como Thl7,
relacionado com a producdo de IL-17, a principio envolvida com a patogénese de doencas
inflamatorias cronicas ou autoimunes (BETELLI et al., 2008; OUKKA, 2007; SCHMIDT-
WEBER; AKDIS; AKDIS, 2007; STOCKINGER; VELDHOEN, 2007). IL-17 aumenta a
producdo de multiplos mediadores inflamatérios, como IL-1, IL-6, TNF-a e NOS2. Diversos
estudos apontam que a resposta Th17 esteja presente na resposta inicial a diversos patdgenos
(GONZALEZ-GARCIA et al., 2009).

Além de IL-17, também IL-22 tem sido descrita em doencas autoimunes, infec¢des
extracelulares e na alergia (EYERICH et al., 2010; SCHNYDER; LIMA; SCHNYDER-
CANDRIAN, 2010). Embora poucos aspectos sejam conhecidos sobre o papel desta citocina
em infeccOes por Leishmania, Pitta et al. (2009) observaram uma alta concentracao de IL-22 e
também de IL-17 em pacientes resistentes ao kala azar causado por L. donovani, e sugerem
que elas tenham um papel complementar aquele exercido pelas citocinas Thl na protecdo do

individuo contra a doenca.

A resposta Th17 surge provavelmente como uma resposta inicial a um grande nimero
de patdgenos que ndo sdo bem resolvidos pela resposta do tipo Th1l-Th2 e que requerem
inflamacdo tecidual mais exacerbada para serem eliminados. As células Th1l7 podem
preencher a lacuna entre a resposta imune inata e adaptativa, e atrair outros tipos de células
para o sitio de infeccdo em estagios mais tardios do processo inflamatério (BETELLI et al.
2008).

Atualmente as pesquisas buscam identificar marcadores imunoldgicos que permitam
compreender os processos que levam a formacdo da lesdo na LTA, como também os
mecanismos responsaveis pela resisténcia a doenga. Sendo assim, o presente trabalho buscou
compreender a associacdo entre producdo de citocinas na resposta imune celular de pacientes
com leishmaniose tegumentar americana ativa e apds a cura clinica, e pacientes curados
espontaneamente, especialmente relacionando a resposta imune dos perfis Thl, Th2 e Thl7,

visto que estudo semelhante ainda nédo foi realizado no estado de Pernambuco.
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2 Marco teorico conceitual

2.1 Aspectos Gerais da Leishmaniose Tegumentar Americana

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) €é uma doenca de carater
antropozoondtico que tem como agente etioldgico protozoarios parasitas intracelulares
pertencentes a familia Trypanosomatidae, de diferentes espécies do género Leishmania. No
Brasil, a espécie de maior incidéncia é Leishmania (Viannia) braziliensis (L. (V.) braziliensis)
(NEVES, 2005).

Existem sete espécies destes parasitas associados a leishmaniose tegumentar no Brasil
até o momento: Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia)
naiffi, Leishmania (Viannia) shawi e Leishmania (Viannia) lindenberg (BASANO,;
CAMARGO, 2004; BRASIL, 2007; GONTIJO; CARVALHO, 2003). Em Pernambuco,

foram isoladas cepas de L. (Viannia) braziliensis e L. (Viannia) shawi (BRITO et al., 2009).

Os protozoarios do género Leishmania apresentam dois estagios em seu ciclo de vida:
a forma promastigota movel, flagelada que habita o meio extracelular do trato alimentar do
vetor flebotomineo e a forma amastigota que vive no interior de células do sistema

mononuclear fagocitico do hospedeiro mamifero (Figura 1) (BRASIL, 2007).



Amanda Ferreira de Almeida Avaliacdo da producdo de citocinas... 17

Figura 1 - Caracterizagdo das formas evolutivas de L. (V.) braziliensis.
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Fonte: Brasil (2007).
Nota: (A) Apresenta a forma promastigota do parasita em meio extracelular e (B) sua forma amastigota no
interior de macrofagos.

Os vetores da LTA sdo insetos denominados flebotomineos, pertencentes a Ordem
Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, Género Lutzomyia, conhecidos
popularmente, a depender da localizagdo geografica, como mosquito palha, tatuquira, birigui,
entre outros (BRASIL, 2007).

O ciclo evolutivo de Leishmania inicia-se quando o vetor faz o repasto sanguineo no
hospedeiro infectado. As formas amastigotas do parasita, estruturas arrendondadas e ovaladas
sdo encontradas em células do sistema mononuclear fagocitario do hospedeiro vertebrado. As
mesmas se alojam nos fagossomos dos mondcitos, histiécitos e macréfagos em que vivem, e
reproduzem-se de forma assexuada por divisdo binaria até romperem a célula, disseminando-
se pelas vias hematogénica e linfatica (BASANO; CAMARGO, 2004; GONTIJO;
CARVALHO, 2003). No momento do repasto sanguineo a fémea do flebotomineo ingere
macrofagos infectados com as formas amastigotas e em seu trato digestivo estes se rompem
liberando o parasita. Este se aloja em partes do intestino, transformando-se na forma

promastigota, que é alongada e apresenta um longo flagelo livre (Figura 2) (NEVES, 2005).

As espeécies do género Leishmania estdo divididas em dois subgéneros: Leishmania e
Viannia. Os promastigotas pertencentes ao subgénero Viannia dirigem-se ao intestino, onde
colonizam a secdo peripilaria, enquanto os pertencentes ao subgénero Leishmania aderem a
secdo suprapildria. Nesses locais ocorre diferenciagdo das formas promastigotas em
paramastigotas, que permanecem aderidas pelo flagelo ao epitélio intestinal através de
hemidesmossomas, onde ainda se dividem. Novamente ocorre transformacdo em

promastigotas que migram atraves do estdbmago em direcdo a faringe do inseto. A
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metaciclogénese ocorre durante a migragdo no trato digestivo do vetor, em que as células
atingem um estado infectivo (BASANO; CAMARGO, 2004; NEVES, 2005).

Durante o repasto sanguineo do vetor ocorre a transmissdo do parasita. Formas
promastigotas sdo inoculadas através da picada e, ap6s um periodo de quatro a oito horas, sdo
interiorizadas pelos macréfagos do hospedeiro, diferenciando-se novamente em formas
amastigotas. Estas se multiplicam e podem ser novamente ingeridas pelo vetor, completando
o ciclo (Figura 2) (NEVES, 2005; REITHINGER et al., 2007).

Figura 2 - Ciclo bioldgico de Leishmania spp.
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Fonte: Adaptado de Reithinger et al. (2007).

As manifestagdes clinicas sdo variaveis e dependem de caracteristicas do parasita, do
vetor, e do hospedeiro vertebrado, incluindo a sua constituicdo genética e estado imunologico
(MARZOCHI, 1992; GRIMALDI; TESH, 1993; REIS et. al., 2009). A infec¢do pode ser
assintomatica ou pode apresentar um espectro de manifestagdes clinicas que variam de lesdes
cutaneas localizadas (Figura 3, 1A). As lesbes localizadas podem evoluir para cura
espontanea, ou para a forma disseminada (Figura 3, 1B), difusa (Figura 3, 1C) ou até mesmo
para a forma mais severa com acometimento de mucosas (figura 3, 2) (DESJEUX, 2004).
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Figura 3 - Formas clinicas da LTA.
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Fonte: Adaptado de Gontijo e Carvalho (2003).
Nota: (1A) Corresponde a forma cutinea localizada (lesdo classica em moldura), (1B) a forma cutdnea
disseminada, (1C) a forma difusa e (2) a forma mucosa.

A leishmaniose cutdnea caracteriza-se pela formacdo de lesdes ulcerosas
exclusivamente na pele, que se iniciam no ponto de inoculagéo das promastigotas infectantes,
através da picada do vetor. A lesdo primaria é geralmente Unica, embora multiplas picadas do
mosquito possam levar a lesbes multiplas disseminadas (Figura 3, 1B) (DESJEUX, 2004,
GONTIJO; CARVALHO, 2003). A densidade de parasitas é alta nas fases iniciais da infeccao
e tende a diminuir nas Ulceras cronicas. Sua forma recidivante ¢ mais severa, sendo
duradoura, destrutiva, desfigurante e dificil de tratar (DESJEUX, 2004; NEVES, 2005).

A leishmaniose cutaneo-difusa (Figura 3, 1C) é uma variacdo da forma cutanea e
geralmente esta associada a pacientes com imunidade celular deficiente. Sua severidade esta
relacionada a semelhanca de suas lesdes nodulares e infiltragdes cutdneas pronunciadas a
hanseniase virchowiana (DESJEUX, 2004; GONTIJO; CARVALHO, 2003). Nessa forma, as
lesGes ndo se curam espontaneamente e o individuo esta sujeito a recidivas apds o tratamento
(DESJEUX, 2004).

A leishmaniose cutaneo-mucosa, também conhecida como espundia, tem como
principal agente etiolégico a Leishmania braziliensis (DESJEUX, 2004; GONTIJO;
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CARVALHO, 2003; NEVES, 2005). O curso da infec¢do nas fases iniciais ocorre como a
forma cuténea. Porém, meses ap6s a lesao inicial priméaria aparecem lesdes secundarias que
acometem mucosas e cartilagens, podendo ocorrer por extensdo direta de uma lesdo primaria
ou atraves da disseminacdo hematogénica (NEVES, 2005). Nessa forma, as regides mais
frequentemente acometidas sdo o nariz, a faringe, a boca e a laringe, muitas vezes por lesoes
desfigurantes e com mutilagéo da face (DESJEUX, 2004; NEVES, 2005).

2.2 Epidemiologiada LTA

A LTA é uma doenca que acompanha o homem desde a antiguidade, existindo relatos
e descri¢fes encontrados na literatura desde o século | d.C. (BASANO; CAMARGO, 2004).
E considerada uma doenca em expansdo, com uma incidéncia anual de 40.000 casos, 0 que
caracteriza um problema de saude publica (DESJEUX, 2004).

As leishmanioses apresentam uma prevaléncia de aproximadamente 12 milhGes de
casos no mundo, enquanto 350 milhdes de pessoas estdo ameacgadas de contrair a doenca. A
leishmaniose ocorre em 88 paises: 72 séo paises em desenvolvimento e 13 destes estdo entre
0s menos desenvolvidos. Noventa por cento dos casos de leishmaniose mucocutanea ocorrem
no Brasil, Bolivia e Peru e 90% dos casos de leishmaniose cutadnea ocorrem no Brasil,
Afeganistdo, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria (Figura 4) (BRASIL, 2007; DESJEUX, 2004).

Figura 4 - Distribuicdo mundial da leishmaniose cutanea.
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Fonte: Reithinger et al. (2007).
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No Brasil, a LTA tem sido assinalada em todos os estados e, nos Gltimos 20 anos tém
sido observados surtos epidémicos sob diferentes perfis epidemioldgicos (FUNDACAO
NACIONAL DE SAUDE, 2000). Em Pernambuco, incide em todas as regides,
predominantemente na Zona da Mata, com mais de 60% dos casos, sendo a quase totalidade
da forma cutanea localizada (ANDRADE et al., 2005; BRANDAO-FILHO et al., 1994).

2.3 Diagnostico da LTA

A LTA apresenta um diagnostico dificil devido as suas lesfes se assemelharem as de
outras doencas, como tuberculose cutdnea, hanseniase virchowiana, infecgdes micoticas,
Ulcera tropical, sifilis, neoplasmas, entre outras (GONTIJO; CARVALHO, 2003; NEVES,
2005).

Devido as diversas manifestacdes clinicas, seu diagnostico abrange aspectos clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais (Figura 5) (GONTIJO; CARVALHO, 2003; NEVES, 2005).
Associado a anamnese, o diagndstico clinico pode ser feito com base na caracteristica da lesdo
gue o paciente apresenta, além da avaliacdo dos dados epidemioldgicos da doenca. O
diagndstico clinico-epidemioldgico pode ser complementado pela intradermorreacdo de
Montenegro positiva e, eventualmente, pela resposta terapéutica. Todavia, os métodos
laboratoriais sdo fundamentais para o diagnostico diferencial de outras doengas (BRASIL,
2007; NEVES, 2005).
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Figura 5 - Diagndstico da LTA.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os exames laboratoriais podem ser realizados atraves da pesquisa direta do parasita
em material colhido de lesdo por escarificacdo, puncdo aspirativa e/ou bidpsia da borda,
podendo ser feita impressdo desta bidpsia por aposicdo em lamina de vidro. A partir dai, a
pesquisa do parasita é feita através de esfregacos corados por Giemsa, exame histopatoldgico,
cultura in vitro e in6culo em animais de laboratério (BASANO; CAMARGO, 2004; NEVES,
2005).

A intradermorreacdo de Montenegro ¢ uma forma indireta e muito utilizada de se
realizar o diagnéstico. A mensuragdo da resposta imune celular é feita entre 48 a 72 horas
apos injecdo intradérmica de antigenos do parasita. Sdo consideradas positivas reacdes com
area de enduracdo maior que 5mm (BASANO; CAMARGO, 2004).

A citometria de fluxo apresenta boa sensibilidade (86%) e especificidade (77%) e tem
sido pesquisada como mais uma alternativa de ferramenta diagndstica para a LTA. Através da
citometria de fluxo, Oliveira et al. (2013) mostraram a detecgdo de anticorpos contra
Leishmania por um periodo de até 5 anos ap6s a cura clinica. A citometria de fluxo tem sido
comparada a imunofluorescéncia indireta (que apresenta sensibilidade e especificidade de
71% e 69%, respectivamente) (OLIVEIRA, 2011).

Outros métodos imunoldgicos incluem o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e o
Western Blot (BASANO; CAMARGO, 2004, DESJEUX, 2004; NEVES, 2005). Métodos
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moleculares como a reagdo em cadeia de polimerase (PCR), de alta sensibilidade, apresentam-
se como outra opg¢do para o diagndstico laboratorial (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

2.4 Tratamentoda LTA

Para todas as formas clinicas da LTA, o tratamento de primeira escolha é feito através
de quimioterapia, utilizando-se antimoniais pentavalentes como o antimoniato de meglumine
ou antimoniato de N-metilglucamine (Glucantime®) ou estibogluconato de sodio
(Pentostan®), este Ultimo ndo comercializado no Brasil. Os antimoniais sdo drogas
consideradas leishmanicidas por interferirem na bioenergética das formas amastigotas,
inibindo tanto a glicolise como a oxidacdo de acidos graxos (BRASIL, 2007; GONTHO;
CARVALHO, 2003). O tratamento de segunda escolha é realizado nos casos ndo responsivos
ao tratamento convencional ou na sua impossibilidade, atraves da utilizagdo de drogas como
Anfotericina B e Pentamidina (BASANO; CAMARGO, 2004; FUNDAC;AO NACIONAL
DE SAUDE, 2000; GONTIJO; CARVALHO, 2003).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que a dose do antimonial seja
calculada em mg/SbY/Kg/dia (SbY = antimonio pentavalente). Nas formas cutaneas
localizadas e disseminadas sugere-se 15mg/ShV/Kg/dia tanto para adultos quanto para
criangas. O tratamento é realizado durante 20 dias seguidos e aplicado via intramuscular ou
endovenosa. Se ndo houver cicatrizacdo completa trés meses ap06s o término do tratamento, o
esquema deve ser repetido, prolongando-se para 30 dias. Persistindo o insucesso terapéutico,
devem ser utilizadas drogas de segunda escolha. Na forma difusa a dose é de
20mg/Sh¥/Kg/dia, durante 20 dias seguidos. Inicialmente pode-se observar relativa resposta
terapéutica, porém sdo frequentes as mdultiplas recidivas (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Os efeitos colaterais do tratamento com antimoniais incluem artralgia, mialgia,
anorexia, nauseas, vomitos, dor abdominal, pancreatite, prurido, febre, fraqueza, cefaléia,
tontura, palpitagdo, insbnia, nervosismo, choque pirogénico, edema e insuficiéncia renal
aguda. Além disso, os antimoniais apresentam elevada hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e
cardiotoxicidade (BRASIL, 2007).

O critério de cura € clinico, sendo o paciente acompanhado por um ano apos o término
do tratamento (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2000; GONTIJO; CARVALHO,
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2003). Todavia, mesmo com o tratamento adequado, a ocorréncia de recidivas e/ou
comprometimento de mucosas é frequente. Pode ocorrer em 2% dos casos tratados e em
aproximadamente 10% dos casos ndo tratados (BASANO; CAMARGO, 2004,
CUNNINGHAM, 2002).

Existem ainda casos de pacientes que se curam espontaneamente, algumas vezes com
uma evolugdo clinica inferior a trés meses de infeccdo. Esses casos sugerem que esses
pacientes desenvolvam uma resposta imune capaz de controlar a sua infeccdo por Leishmania
(BRITO et al., 2001).

2.5 Perspectivas de Controle

Ha diferentes abordagens utilizadas para o controle da LTA. Dentre elas, ressalta-se a
vigilancia epidemioldgica com notificacdo de casos e tratamento; medidas de atuagdo na
cadeia de transmissdo, impedindo a infeccdo de vetores, hospedeiros e reservatérios; medidas
educativas, incluindo a utilizacdo protecdo individual, como mosquiteiros, telas finas nas
janelas e portas, repelentes e roupas que protejam areas expostas, e distanciamento das
construcdes de matas. Outras abordagens incluem medidas administrativas como saneamento
(evitando o acumulo de lixo e de detritos que possam atrair roedores e pequenos mamiferos,
que podem servir como reservatorio). Melhorias das condi¢des de habitacdo e capacitacdo de
profissionais de satde também sdo essenciais. O desenvolvimento de uma vacina eficiente e
operacional seria uma medida definitiva e eficaz em termos de custos e prevencao (BASANO;
CAMARGO, 2004; BRASIL, 2007; DESJEUX, 2004; NEVES, 2005).

2.6 Resposta Imune na LTA

As infeccBes por Leishmania levam a uma ativacao especifica da resposta imunoldgica
por parte do hospedeiro. Ao ser introduzido no individuo pela picada do vetor, o parasita
interage com o sistema imune da pele do hospedeiro. A patogénese da leishmaniose parece

depender da resposta imune mediada por células do mesmo, influenciando o desenvolvimento
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da doenca, seja pelo tipo de linfocitos T efetores envolvidos ou pelo perfil de citocinas
secretadas (DA-CRUZ et al., 2005).

A infeccdo experimental em camundongos tem sido utilizada nos ultimos 30 anos para
elucidar aspectos da relacdo parasita-hospedeiro na leishmaniose, como o controle genético de
susceptibilidade e resisténcia, o papel da resposta imune mediada por células e a interacdo
parasita-macréfago (REIS et al., 2006; ROCHA et al., 2007). Na leishmaniose cutanea, os
estudos mais aprofundados da resposta imune adaptativa foram desenvolvidos em
camundongos isogénicos infectados com L. major. Os estudos tém mostrado que a resposta
imune mediada por células T desempenha um papel importante na evolucdo da infeccéo para
a cura ou desenvolvimento de doenca grave (MATTNER et al., 1996; REITHINGER et al.,
2007; SCOTT; FARREL, 1998).

Estes estudos revelam que camundongos susceptiveis apresentam lesGes cutaneas no
sitio de inoculacdo do parasita, enquanto os camundongos resistentes parecem curar-se
rapidamente. A resisténcia ao parasita ¢ conferida por linfécitos T CD4" do tipo Thi,
enquanto a susceptibilidade é conferida por linfocitos T CD4" do tipo Th2 (REIS et al., 2006).
Linfocitos T CD4" que apresentam o perfil Thl tém sua diferenciacio estimulada pelas
citocinas IL-12 e IFN-y e produzem citocinas como interferon-gama (IFN-vy), fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), interleucina (IL)-2 e I1L-12, e expressam o fator de transcricdo T-bet.
Células que apresentam o perfil Th2 sdo estimuladas por IL-4 e produzem IL-4, IL-5, IL-10 e
IL-13, expressando o fator de transcricdo GATA-3 (Figura 6) (REIS et al., 2009;
SAKAGUCHI et al., 2008). Além disso, IL-10 juntamente a TGF-B e acido retindico atuam
na ativacdo do perfil Th3, com diferenciacdo de células regulatérias (BELKAID, 2008;
SAKAGUCHI et al., 2008).
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Figura 6 - Diferenciacéo de células T auxiliares.
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Fonte: Adaptado de Souza et al. (2013).

IFN-y e TNF-a atuam em sinergia induzindo a produgédo de 6xido nitrico (NO), através
da ativacdo da enzima éxido nitrico sintase (NOS) (GREEN et al., 1994). O éxido nitrico
inativa numerosas enzimas metabolicas do parasita a partir da formacdo de complexos ferro-
ditrinosil-dithiolato. Na leishmaniose, os parasitas possuem a enzima superdxido dismutase e
a inativagdo desta enzima diminuiria a habilidade do parasita de resistir ao ataque por
intermediarios de oxigénio reativo, resultando em sua morte intracelular (BOGDAN;
ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000; JAMES, 1995; LIEW et al., 1990).

Por outro lado, a produ¢do de NO pode ser regulada pelo fator B de crescimento e
transformacéo (TGF-B). Neste caso, o parasita estimula a producdo desta citocina, inibindo a
producéo de NO por macréfagos ativados por IFN-y. A indugdo de TNF-a ou TGF- depende
da presenca e quantidade de IFN-y no inicio da infeccdo (GREEN et al., 1994; PINHEIRO et
al., 2005). Linfocitos T CD4" e T CD8" atuam como fonte produtora dessas citocinas
envolvidas no processo de ativagdo de macrofagos (Figura 7) (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2008; BRELAZ et al., 2012).
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Figura 7 - Esquema demostrando a resposta imune na LTA.
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Fonte: Adaptado de Abbas, Lichtman e Pilai (2008) e Gollob et al. (2008).

Legenda: Os linfocitos T CD4" do perfil Thl, estimuladas por IL-12 e IFN-y, produzem IFN-y e TNF-a, que
levam & ativacdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS) estimulando os macréfagos a produzirem dxido nitrico
(NO), levando & morte intracelular do parasita. Os linfocitos T CD4" do perfil Th2, por sua vez, sdo estimuladas
por IL-4 e produzem IL-10, IL-4, IL-5 e IL-13, que inibem a producdo de NO, dificultando o combate ao
parasita. O perfil Th3, induzido por TGF-B e IL-10, estimula a producdo de IL-10, que inibe a produgéo de NO,
levando a resisténcia do parasita. Células T regulatérias atuam também na mediacdo da resposta por células
efetoras.

Na prética, tem se mostrado que uma diferente ativacio dos linfocitos T CD4" ocorre
em diferentes formas da doenca. Estudos mostram que na forma cutanea ha prevaléncia na
producdo de IL-4 e IL-10, e também producdo especifica de IFN-y e TNF-o por pacientes
com lesGes ativas (BRELAZ et al., 2012). Além disso, na forma cutdnea 0 mRNA para IL-2,
IFN-y e TNF-a dos pacientes ¢ predominante em lesdes localizadas, enquanto mRNA para IL-

4 tem sido encontrado em lesBes crénicas mucocutaneas (KHARAZMI et al., 1999).

Em humanos, a resposta imune ainda nao foi completamente elucidada. Porém, sabe-
se que em todas as formas clinicas da doenca a resposta imune é dependente de células T e, de
maneira geral, aceita-se que a diferenca entre resisténcia e susceptibilidade a infeccdo esta
associada ao nivel de expansdo de células Thl e Th2 (BRELAZ et al., 2012; REIS et al.,
2006). Na forma cutanea localizada, ha uma forte resposta de linfocitos T, com citocinas do
tipo Thl, como IFN-y e TNF-a. As lesdes mucocutineas, que constituem uma forma cronica
associada a destruicdo de mucosas, caracterizam-se por uma mistura de resposta dos tipos Thl
e Th2. Pacientes com a forma difusa exibem uma resposta quase exclusivamente do tipo Th2,
com producéo de citocinas como IL-4 e IL-10 (COUTINHO et al., 1998; REIS et al., 2006).

Em alguns trabalhos, foi descrito também o perfil Th3, induzido por TGF-f, que pode induzir
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e manter a tolerancia periférica através de células T regulatorias (BELKAID, 2007; SOUZA,
2009).

As células T regulatorias (Treg) que se acumulam no local da lesdo, por sua vez, estdo
relacionadas a regulacdo das células efetoras locais. Células T regulatorias podem ser naturais
ou induzidas. Citocinas como IL-2 e TGF-p e substancias como o &cido retinoico facilitam a
diferenciacdo de células T naive em Treg induzidas que expressam o fator de transcricdo
Foxp3 (KAUFMANN, KUCHROO, 2009; SAKAGUCHI et al., 2008).

Estudos recentes tém evidenciado também o subtipo celular conhecido como Th17,
relacionado com a producdo de IL-17. A principio, IL-17 esta envolvida com a patogénese de
doengas inflamatdrias cronicas ou autoimunes (OUKKA, 2007; SCHMIDT-WEBER,;
AKDIS; AKDIS, 2007). IL-17 aumenta a producdo de multiplos mediadores inflamatdrios
como IL-1, IL-6, TNF-a e NOS2. Bacellar et al. (2009) demonstraram a produgéo de 1L-17
durante a infeccdo por L. (V.) braziliensis, aléem de correlagdo direta entre esta citocina e
TNF-a, indicando um possivel envolvimento de IL-17 no progresso da LTA. No entanto, Pitta
et al. (2009) relatam o papel benéfico desta citocina na leishmaniose visceral, encontrada

aumentada em individuos saudaveis.

As células Th17 diferenciam-se a partir de linfocitos T CD4" naive na presenca de
TGF-p ¢ IL-6 (DONG, 2008; KAUFMANN; KUCHROO, 2009). A citocina TGF-B é
também responsavel pela inducdo de Foxp3, porém a citocina IL-6 atua na supressdo da
inducdo deste fator de transcricdo. Deste modo, as duas citocinas em conjunto atuam na
diferenciacéo de células Th17 (DONG, 2008; KAUFMANN; KUCHROO, 2009).

Além disso, outros fatores exibem uma relagdo reciproca entre células Treg Foxp3© e
células Thl7. A citocina IL-2 e o &cido retindico sdo fatores de crescimento para Treg,
enquanto inibem a diferenciacdo de células Thl7. A citocina IL-1 também atua na
amplificacdo da diferenciacdo de Thl7, mas ndo é a principal condutora da diferenciacdo
dessas células (KAUFMANN; KUCHROO, 2009; STOCKINGER; VELDHOEN, 2007)
(Figura 8).

Durante a diferenciacdo, as células Th17 produzem IL-21 em abundancia, que atua
como fator de amplificagdo na inducdo de células Th17. IL-6 e IL-21 induzem a expressao de
receptores de 1L-23 na superficie celular de células Th17 em diferenciacdo e I1L-23 ¢é entdo
capaz de atuar sobre essas células, estabilizando o seu fenétipo (KAUFMANN, KUCHROO;
2009) (Figura 8).
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Figura 8 - Células Th17 integradas a sua rede de citocinas.
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Fonte: Adaptado de Kaufmann e Kuchroo (2009).

Legenda: As células Th17 mantém uma relacdo estrita com as células T regulatérias em sua rede de citocinas.
Ambas tém sua diferenciacdo estimulada por TGF-f, porém as primeiras requerem uma alta concentracdo desta
citocina para a sua diferenciacdo. Além disso, citocinas como IL-6 favorecem a diferenciacdo de células Thl7,
enquanto IL-2 e &cido retindico favorecem a diferenciacdo de Tregs. IL-23 atua sobre células Th17 apos a
inducéo da diferenciagdo por IL-6 e/ou IL-21 estabelecendo o perfil. Células Th17 atuam através da producéo de
citocinas como IL-21, IL-17-A, IL-17F e IL-22 que possuem papel na inflamag&o, doencas autoimunes e atuam
na resposta do hospedeiro na fase inicial da doenca.

A maneira pela qual as células Th17 induzem inflamacdo tecidual ainda ndo esta
completamente elucidada. Estudos recentes sugerem que células produtoras de IL-17 se
infiltram no sitio de inflamagdo recrutando células T efetoras pré-inflamatdrias, incluindo
células Thl, e células da imunidade inata, incluindo neutréfilos (KAUFMANN; KUCHROO,
2009).

A patogénese da LTA segue um padrdo complexo de interacdes entre a resposta inata
e adquirida do hospedeiro. Respostas inflamatdrias medeiam a expressao da doenca e podem
resultar em infeccdo subclinica, lesGes que se curam espontaneamente ou em lesdes cronicas

como as formas mucosa e recidivante (REITHINGER et al., 2007).

A identificacdo de marcadores imunoldgicos e moleculares é importante na
compreensdo dos processos que levam a formacdo da lesdo na LTA, assim como 0S
mecanismos responsaveis pela resisténcia a doenga. A diversidade de mecanismos imunes e
citocinas relacionadas a resposta imunolédgica na LTA destacam a sua complexidade. Sendo
assim, a abordagem apropriada de intervencGes imunoldgicas na leishmaniose e outras

doengas requer que sejam determinadas a fonte celular de citocinas e a contribuicdo de
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populagdes celulares individuais para o ambiente geral dessas citocinas durante uma reposta
imunolégica (BOTTREL et al., 2001).

O acetato de forbol miristato (PMA) é um polissacarideo amplamente utilizado que
atua através da inducdo da ativacdo policlonal de linfocitos. E utilizado como mitdgeno em
culturas celulares, ativando clones de células T com consequente estimulacéo da producdo de
citocinas (KIM et al., 2000). A ionomicina, por sua vez, aumenta 0s niveis de célcio
intracelulares, e estimula a producdo de citocinas (CHATILA et al., 1989). Uma ferramenta
que permite a identificacdo das populac6es celulares produtoras de citocinas € a citometria de

fluxo, que permite a analise da resposta imune dos pacientes com LTA.

Para melhor compreender a LTA tem-se como grande desafio, portanto, a
identificacdo de marcadores imunoldgicos (através do perfil imunofenotipico) e moleculares
(expressdo de citocinas) que permitam compreender 0s processos que levam a formacéo da
lesdo na LTA e mecanismos responsaveis pela resisténcia a doenca. Procura-se através do
presente estudo obter um maior entendimento desses marcadores em pacientes portadores de

LTA ativa, verificando-se a evolucao clinica dessa doenca no estado de Pernambuco.
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3 Justificativa

A leishmaniose tegumentar americana constitui um problema de saide publica no
Brasil, incluindo Pernambuco. Nesta doenca tem se demonstrado a associacdo entre a
producdo de citocinas por células T e o curso da infec¢éo.

E importante identificar marcadores imunolégicos que permitam compreender 0s
processos que levam a formacéo da lesdo na LTA, assim como 0S mecanismos responsaveis
pela resisténcia a doencga. Sendo assim, o presente trabalho buscou compreender a associa¢do
entre producdo de citocinas na resposta imune celular de pacientes com leishmaniose
tegumentar americana ativa e ap0s a cura clinica, e pacientes curados espontaneamente,
especialmente relacionando a resposta imune dos perfis Thl, Th2 e Th17, visto que estudo

semelhante ainda néo foi realizado no estado de Pernambuco.
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4 Pergunta Condutora

Qual o papel dos linfécitos T e producdo de citocinas do perfil Th17, Thl e Th2 na

patogénese da leishmaniose tegumentar americana em Pernambuco?
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5 Hipdtese

Os linfécitos T atuam na LTA através da producdo de citocinas, de maneira que a
resposta Thl e a resposta Th17 contribuem para a protecdo, enquanto a resposta Th2 favorece
a progressao da doenca.
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6 Objetivos

6.1 Geral

Avaliar a producdo das citocinas por linfocitos T do sangue periférico de pacientes

portadores de leishmaniose tegumentar americana ativa frente ao estimulo in vitro com os

mitdgenos acetato de formol miristato (PMA) e ionomicina.

6.2 Especificos

A)

B)

C)

D)

E)

F)

Caracterizar os pacientes desse estudo quanto aos aspectos clinicos, epidemioldgicos e

laboratoriais;

Verificar no sangue periférico dos pacientes com LTA ativa a proporcao dos linfocitos T

CD3", CD4" e CD8", frente ao estimulo in vitro com os mitégenos PMA e ionomicina;

Estabelecer através da citometria de fluxo o melhor tempo para producdo das citocinas
IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-4, IL-17, IL-21, IL-22 e IL-23, apds estimulo in vitro do sangue

periférico com mitdgenos PMA e ionomicina;

Identificar no sangue periférico dos pacientes com LTA ativa as populacdes celulares
(linfocitos T CD4", T CD8") responsaveis pela producdo das citocinas citoplasmaticas
IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-4, IL-17, IL-21, IL-22 e IL-23, frente ao estimulo in vitro com

0s mitégenos PMA e ionomicina;

Identificar a concentragdo sérica das citocinas IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-17 de

pacientes com LTA ativa e ap6s a cura clinica e pacientes com cura espontanea;

Associar os perfis fenotipicos celulares Th17, Thl e Th2 observados com a progresséo da
doenca nos pacientes avaliados.
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7 Materiais e Métodos

7.1 Tipo de estudo

O estudo foi do tipo corte transversal com grupo de comparacao. Estudos longitudinais
sdo aqueles cujo objetivo é estudar o efeito de um ou mais fatores. Nestes estudos os dados
estudados séo coletados em dois momentos, no ponto inicial da exposi¢do (o encontrado) e
em um momento posterior. Foram realizadas comparacfes entre um grupo de participantes
sujeitos a tratamento para LTA, outro grupo de participantes que obtiveram cura espontanea
da doenca e outro formado por sujeitos sem histéria prévia de LTA, denominado controle. Os
participantes do estudo foram escolhidos a partir de critérios de disponibilidade ou
conveniéncia (ROUQUAYROL; ALMEIDA-FILHO, 2003).

7.2 Processo de selecdo da populacéo estudada

Para os ensaios de identificacdo de populacbes celulares produtoras de citocinas
através da citometria de fluxo, foram selecionados pacientes portadores de lesdes ativas (n=7)
provenientes do municipio de Vitoria de Santo Antdo. Os mesmos receberam atendimento no
posto de saude do Municipio, foram esclarecidos acerca do objetivo do estudo e receberam
tratamento independentemente de sua participagdo ou ndo no estudo. O grupo controle (n=10)
foi constituido por individuos saudaveis, residentes em area ndo endémica e que nao
receberam transfusdo sanguinea. Para os ensaios de dosagem sérica de citocinas através de
citometria de fluxo foram selecionados pacientes provenientes dos municipios de Moreno,
Amaraji, Cha de Alegria, Aracoiaba e Jaboatdo dos Guararapes, em Pernambuco. Foram
selecionados pacientes portadores de lesdo ativa (n=22), ap0s o tratamento com Glucantime®
(n=13), pacientes que apresentaram cura espontanea (n=8) e um grupo controle constituido
por individuos saudaveis (n=14), sob as mesmas condi¢fes anteriormente citadas. Os
procedimentos para coleta de sangue s6 foram realizados apos todos os individuos
concordarem em assinar o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (Apéndices A, B e

C).
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7.3 Exames laboratoriais de avaliagio dos pacientes

Além da avaliacdo clinica e epidemiologica, os pacientes foram submetidos a alguns
procedimentos laboratoriais para confirmacdo da doenca. Os exames incluiram a) Teste de
intradermorreacdo de Montenegro (IDRM); b) imunofluorescéncia indireta (IFI); c) ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e d) citometria de fluxo. Os exames laboratoriais foram realizados
em parceria com o Servigo de Referéncia em Leishmaniose do CPgAM-FIOCRUZ e com o
Instituto Nacional de Saude e Pesquisa Médica da Franga (INSERM).

7.4 Obtencdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) dos pacientes

selecionados

Quarenta mililitros (40ml) de sangue foram coletados, utilizando-se o sistema a vacuo.
O sangue foi diluido em PBS pH 7,2 na proporcdo 2:1 e transferido para tubos c6nicos
contendo Ficoll-Hypaque (GE Healthcare), também na propor¢do 2:1. Apds centrifugacéo, a
400 x g por 30 minutos a 20°C, a camada de PBMC obtida entre a mistura de Ficoll-Hypaque
e 0 plasma foi removida, depositada em novos tubos conicos e lavada com 20 ml de PBS.
Depois de nova centrifugagdo a 300 x g por 15 minutos a 20°C, o sobrenadante foi descartado
e 0 sedimento ressuspendido em 10 ml de PBS (pH 7,2) e novamente centrifugado a 300 x g,
durante 0 mesmo tempo e mesma temperatura. Apos o descarte do sobrenadante, o sedimento
composto de PBMC foi ressuspendido em meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab). Uma aliquota da suspensao
celular foi entdo removida, diluida 1:20 em azul de Trypan (Sigma) e quantificada em camara

de Neubauer. Foi feito o ajuste celular para o ensaio (viabilidade superior a 98%).

7.5 Imunofenotipagem celular através de citometria de fluxo

Para a determinacdo das populacdes responsaveis pela producdo de citocinas
intracelulares, células mononucleares do sangue periférico foram cultivadas em RPMI 1640
suplementado com soro bovino fetal (SBF) por tempo variavel (6, 24 e 120 horas), em estufa

de CO, com 5% de umidade & 37°C. O cultivo foi realizado na presenga dos mitdégenos
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acetato de meristato forbol (PMA) (25 ng/ml) e ionomicina (1 pg/ml). Brefeldina A (10
ug/ml) foi adicionada por 4 horas antes do término da cultura para assegurar a retencéo das
citocinas no interior celular. Apos a incubacdo, adicionou-se diretamente as culturas EDTA
(&cido etilenodiaminotetraético) 20 mM, durante 10 minutos a temperatura ambiente. As
células foram entdo lavadas em solucdo salina contendo 0,5% de albumina sérica bovina
(BSA) e 0,1% de azida sddica (solucdo denominada de PBS-W), centrifugadas (370 x g, 7
minutos), transferidas para tubos de poliestireno. Em seguida, foram incubadas por 30
minutos, a temperatura ambiente, com anticorpos monoclonais de superficie (anti -CD3, -CD4
e -CD8). Apos esse periodo, as células foram fixadas com solucdo salina contendo 1% de
paraformaldeido por 10 minutos. Procedeu-se a lavagem por centrifugacdo (370 x g, 7
minutos) com PBS-W e permeabilizacdo com PBS contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida
sodica e 0,5% de saponina (solucdo denominada de PBS-P). Logo em seguida, foram
novamente lavadas com PBS-W e centrifugadas (400 x g, 5 minutos). As células foram entéo
incubadas com anticorpos intracitoplasmaticos (anti -IFN-y, -TNF-a, -1L-10, -IL-17, -IL-21, -
IL-22 e -1L-23) por 30 minutos. Apos incubacdo, as células foram lavadas com PBS-W e
centrifugadas (400 x g, 5 minutos). Posteriormente, adicionou-se solucdo fixadora composta
por salina contendo 1% de paraformaldeido. As diferentes combinagdes de anticorpos
utilizadas em cada tubo na citometria de fluxo estdo descritas no quadro 1. As amostras foram
analisadas em citdometro de fluxo FACScalibur e identificadas através do software “Cell Quest

Pro” interligado ao citdmetro.

Quadro 1 - Marcagdes utilizadas no ensaio de imunofenotipagem através de citometria de fluxo

FITC PE PECy7 APC/AF647
CD4 IL-17 CD3 IL-22
CD4 IL-21 CD3 IL-22
Thl7
CD4 IL-23 CD3 IL-17
CD4 IFN-y TNF-a IL-17
CD8 IL-10 IFN-y CD4
Th1xTh2
CD8 TNF-a IL-4 CD4

Fonte: Elaborado pela autora.
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7.6 Analise dos dados obtidos através de citometria de fluxo

A anélise dos eventos obtidos através de citometria foi feita utilizando o software
Flowjo. A populacéo linfocitaria foi selecionada no gréfico de Dispersdo frontal (FSC) versus
Dispersao lateral (SSC) (Figura 9). A partir dessa regido, foi feito um grafico relacionando
SSCXFL1 e a selecio da populagdo CD4" para analise da producéo de citocinas (Figura 10). A
partir dessa populagéo, foi verificada a producéo das citocinas IFN-y, IL-17, IL-21, I1L-22, IL-
23. A produgéo simultanea para o perfil Th17 foi observada com as combinagdes IL-17/IFN-
v, IL-17/1L-22 e IL-21/I1L-22. Para verificar a producdo simultanea nos perfis Thl e Th2
foram utilizadas as combinacdes IL-10/IFN-y e TNF-o/IL-4 (Figura 11).

Figura 9 - Exemplo de gréafico de Disperséo frontal versus Disperséo lateral em PBMC com delimitacdo da
populacéo linfocitaria.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 10 - Exemplo de gréfico de fluorescéncia SSCxFL1, utilizado para delimitagio da populagio CD4" e
posterior analise da producéo de citocinas por essa populagdo celular.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 11 - Exemplo de grafico FL2xFL4 para deteccéo da producao de citocinas por células CD4".
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Amanda Ferreira de Almeida Avaliacdo da producdo de citocinas... 40

7.7 Dosagem de citocinas no soro de pacientes com LTA atraves de citometria de fluxo

A partir dos soros obtidos, os niveis plasmaticos de citocinas foram quantificados,
utilizando-se o sistema Cytometric Bead Array (CBA) da Becton Dickinson-BD. Esse sistema
emprega uma mistura de seis esferas de poliestireno, de intensidades de fluorescéncia
discretas e distintas, recobertas com anticorpos especificos para as citocinas humanas, e sdo
detectadas no canal FL-3. Essa metodologia permite a avaliagdo simultanea de diversas

citocinas no mesmo ensaio, empregando-se pequenos volumes de amostra.

A dosagem sérica das citocinas IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-17 foi realizada em
amostras de 22 pacientes antes do tratamento, 13 pacientes ap0s o tratamento, 8 pacientes que

apresentaram cura espontanea e 14 controles.

Inicialmente as amostras de soro de pacientes mantidas a —20°C foram descongeladas
e centrifugadas a 500 x g por 10 minutos e o sobrenadante transferido para outro tubo.
Aliquotas de 25uL do soro teste com diluente G, aliquotas de 25uL dos padrdes de citocinas,
submetidos a diluicdo seriada com diluente G (reagente presente no kit CBA) (“Top
Standart”) e 25uL de diluente G apenas (Controle Negativo), foram transferidas para tubos de
poliestireno de 5mL (Falcon no 2052). Em seguida, a cada tubo foi adicionado 15uL da
mistura de esferas de captura, conjugadas com anticorpos monoclonais anti-1L-2, I1L-4, IL-6,
IL-10, TNF-a, IFN-y e IL-17 (Human Th1/Th2/Th17 Cytokine CBA Kit) com subsequente
incubacdo por 90 minutos em TA, ao abrigo da luz. Apés a incubacdo, as esferas de captura
foram lavadas com 500uL da solugdo F (“Wash buffer”, reagente presente no kit CBA),
centrifugadas a 600 x g, por 7 minutos a 18°C e, o sobrenadante cuidadosamente aspirado e
descartado. As esferas foram entdo re-incubadas na presenca de 20uL do reagente B, que
corresponde a um coquetel de anticorpos monoclonais anti-citocinas (ou anti-quimiocinas)
humanas, conjugados com o fluorocromo PE (FL-2) por 90 minutos, T.A., ao abrigo da luz.
Ap0s incubacdo, as esferas de captura foram novamente lavadas com 500mL da solugéo F,
centrifugadas a 600 x g, por 7 minutos a 18°C e, o sobrenadante cuidadosamente aspirado e
descartado. Apos centrifugacéo, as esferas foram ressuspendidas em 250 pL de reagente F e

imediatamente analisadas no citbmetro de fluxo.
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7.8 Aquisicao e andlise de dados do ensaio de dosagem sérica no citdbmetro de fluxo

Antes de proceder a aquisicdo dos dados das amostras, o aparelho foi ajustado,
utilizando-se 0 BD FACSComp Software e o BD Calibrate Beads. O objetivo do ajuste do
aparelho consistiu em definir os parametros de tamanho e granulosidade adequados para o
posicionamento das esferas de captura em graficos de tamanho versus granulosidade (R1).
Apos a selecdo das esferas, procedeu-se o ajuste da intensidade da FL3 para permitir a
segregacdo das esferas policromaticas, apresentando diferentes intensidades de fluorescéncia,
em histogramas unidimensionais. Para cada tubo processado foram adquiridos 1800 eventos

dentro da regido selecionada R1 (300 eventos por citocina testada).

A anélise do perfil de citocinas no soro dos pacientes e controles foi feita segundo
protocolo proposto pelo fabricante através da utilizacdo do BD CBA Analyses Software, com
auxilio do Microsoft Excel, modificado como descrito a seguir. O programa BD CBA
Analysis Software faz a selecdo automatica da regido das esferas de captura em graficos de
tamanho versus granulosidade. Em seguida, o programa separa as esferas em funcdo da
intensidade da FL3 e analisa o deslocamento das esferas em funcdo da intensidade da
fluorescéncia 2 (FL2) em gréaficos bidimensionais de FL2 versus FL3. A ligacdo da citocina
presente na amostra de interesse a esfera de captura e a revelagdo da ligacdo atraves do uso de
um coquetel de anticorpos monoclonais anti-citocinas humanas marcadas com ficoeritrina
(PE) pode ser evidenciado através do deslocamento do conjunto de esferas para a regido de
maior intensidade de fluorescéncia em relacdo ao tubo controle negativo, sem soro humano
(Figura 12). Os valores correspondentes a intensidade média de fluorescéncia FL2 na escala
logaritmica sdo utilizados como a unidade de analise semi-quantitativa para cada citocina

analisada.
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Figura 12 - Andlise quantitativa de citocinas de sobrenadante de cultura utilizado pelo BD CBA Analyses
Software.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Inicialmente, o programa promove a selecdo automatica da populacdo de esferas de captura em
graficos de tamanho versus granulosidade (A). Em seguida, separa as esferas e analisa a intensidade de
fluorescéncia correspondente ao complexo esfera-citocina-anticorpo PE (B e C).

7.9 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software Prism 5.0, empregando testes
ndo-paramétricos, tendo o suporte cientifico do Laboratério de Métodos quantitativos do
CPgAM/FIOCRUZ. A analise foi feita utilizando-se os testes de Mann-Whitney para
comparacao entre dois grupos e Kruskal-Wallys para comparagdo entre trés ou mais grupos
nos ensaios de imunofenotipagem. O teste de Wilcoxon foi utilizado para os resultados dos
grupos utilizados na padronizacéo dos tempos de cultura e no ensaio de dosagem de citocinas
séricas. As associacdes foram feitas utilizando testes de regresséo linear. Todas as conclusdes
foram tomadas ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05 sendo considerado estatisticamente

significativo).
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8 Consideracdes éticas

Os procedimentos para coleta de sangue foram realizados somente ap6s o individuo
concordar em assinar o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (TCLE) (Apéndices
A, B e C). Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica da Instituigio
(CEP/CPgAM n° 123/08, CAAE n° 0122.0.095.000-08, Anexo A).
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9 Resultados

9.1 Selecéo de Pacientes

Os pacientes do estudo foram selecionados de acordo com critérios que incluiram
idade, sexo e localidade de origem, forma clinica, nimero de lesdes, localizacdo das lesdes e
tempo de evolugéo da doenga.

Foram selecionados 36 pacientes (PC), obedecendo-se os critérios de inclusdao e
exclusdo. Houve uma discreta predominancia de homens (52,77% dos pacientes) e evolucéo
média da doenca de 10,79 semanas. Destes pacientes, 25 apresentavam lesdo ativa (AT), 13
foram pacientes ap6s a cura clinica (PT), inseridos ou ndo no grupo de pacientes com lesdo
ativa e 8 apresentaram cura espontanea (CE). Os pacientes com lesdo ativa apresentaram
idades entre 13 e 62 anos, com uma média de idade de 33,24+14,17 anos. A idade dos
pacientes ap6s o tratamento variou entre 18 e 52 anos, com média de 31,92+11,38 anos. Os
pacientes curados espontaneamente apresentaram idades entre 14 e 69 anos, com média de
38,13+19,60 anos. O grupo controle (CT) foi representado por 19 individuos saudaveis de
area ndo endémica, sem histérico da doenca e com idade entre 20 e 51 anos. A média de idade
dos controles foi de 29,16+10,25 anos (Tabela 1).

Antes do tratamento, os pacientes apresentaram de 1 a 8 les6es ulceradas com bordas
elevadas e fundo granulomatoso com éarea total aproximada variavel entre 0,78 e 103,8 cmz2.
Um dos pacientes apresentou lesdo do tipo eritematosa. A maior parte das lesdes estava
distribuida por areas descobertas do corpo. Em relagdo ao numero de lesdes, a maioria dos
pacientes apresentou 1 leséo (63,9%), nove apresentaram de 2 a 4 lesdes (25%) e apenas dois
apresentaram 7 a 8 lesdes. O tempo de evolucdo da doenca, contado desde o surgimento da
lesdo até a procura do paciente pelo servico de salde, variou de 2 semanas a 4 meses. Os
pacientes foram tratados com Glucantime®, exceto 0s pacientes que Se curaram
espontaneamente. Apos o tratamento, 0s pacientes que apresentaram cura até o0 momento da
conclusdo deste trabalho apresentaram cicatrizacdo das lesbes com cicatriz caracteristica em
formato de pergaminho. Os pacientes CE foram captados de 1 més apds o aparecimento da

lesdo até 2 anos apos a cicatrizacao de suas lesoes.
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Tabela 1 - Caracteristicas do grupo de estudo.

Grupo de Estudo
Caracteristicas

AT PT CE CT
NUmero 25 13 8 19
Idade (média) 33,24+14,17 31,92+11,38 38,13+19,60 29,16+10,25
Razdo H/M* 15/10 6/7 3/5 11/8
Evolugaq mqula da 6.783 ) 26,75 )
doenca/cicatriz em semanas
NuNmerc_) mec_zllo de 1739 ) 15 )
lesBes/cicatrizes
Tamanho médio das 27.80+22.11 ; 34,08+36,07 ;

lesBes/cicatrizes em cm?2

Fonte: Elaborada pela autora.
Nota: * Razdo H/M: Raz&o Homem/Mulher

De acordo com aspectos clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais, todos o0s pacientes
do estudo tiveram o diagnostico para LTA confirmado. O diagndstico clinico-epidemioldgico
foi feito de acordo com a avaliacdo dos méedicos dermatologistas do hospital Oswaldo Cruz no
Recife, e do posto médico de Vitdria de Santo Antdo. O diagndstico laboratorial foi feito em
parceria com 0 Servico de Referéncia em Leishmaniose do CPgAM/FIOCRUZ e com o
Instituto Nacional de Salude e Pesquisa Médica da Franca (INSERM). Todos os pacientes
apresentaram resultados positivos em pelo menos dois exames laboratoriais realizados, além

do diagnéstico clinico confirmado (Tabelas 2, 3 e 4).

A intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) foi positiva em todos os pacientes. Esta
técnica foi realizada nas amostras de 75% dos pacientes, e apresentou area de enduragdo
variando de 7 a 16mm de diametro. A PCR foi realizada em amostras de 63,8% dos pacientes
e foi positiva em 12 das 13 amostras (92,3%). A imunofluorescéncia indireta foi realizada em
33 pacientes, sendo positiva em 30 deles (90%). A pesquisa direta do parasita foi realizada em
21 pacientes (58,3% dos pacientes) sendo positiva em apenas 38% das amostras. A citometria
de fluxo, por sua vez, foi positiva em 7 das 8 amostras avaliadas (87,5%). O western blot foi
realizado em amostras de apenas 4 pacientes do estudo, sendo positivo em todas elas (Tabelas
2,3e4).
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Tabela 2 - Diagnostico laboratorial dos pacientes curados espontaneamente dos participantes do ensaio de
dosagem sérica de citocinas.

N° de Grupo de Estudo

registro

acnte ™M Do ' oitas,
1 10mm + + CE
2 10mm N/R + CE
3 10mm N/R + CE
4 8mm N/R + CE
5 10mm N/R + CE
6 7mm N/R + CE
7 10mm N/R + CE
8 8mm N/R + CE

Fonte: Elaborada pela autora.
Nota: 'IDRM: Intradermorreacdo de Montenegro; “Pesq. direta: Pesquisa direta; °IFI: Imunofluorescéncia
indireta; +: positivo; -: negativo; N/R: Nao realizado; CE: Cura espontanea
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Tabela 3 - Diagnostico laboratorial dos pacientes antes e apos tratamento dos participantes do ensaio de
dosagem sérica de citocinas.

N° de Grupo de Estudo

registro Pesq. 3 4 Amostras

Paggnte IDRM* Direta’ IFl PCR obtidas
9 8mm - + + AT/PT
10 10mm + + + AT/PT
11 10mm - + N/R AT/PT
12 8mm - + N/R AT
13 12mm - + N/R AT/PT
14 N/R - + + AT/PT
15 10mm - + + AT/PT
16 10mm - + + AT
17 11mm - + N/R AT
18 14mm - + + AT
19 16mm - - + AT/PT
20 14mm + - + AT/PT
21 9mm + - + AT/PT
22 14mm + + + AT
23 10mm - + + AT/PT
24 N/R - + N/R AT
25 8mm + + N/R AT
26 8mm N/R + - AT
27 10mm + N/R N/R PT
28 10mm + N/R N/R PT
29 N/R - + + PT

Fonte: Elaborada pela autora.

Nota: 'IDRM: Intradermorreagéo de Montenegro; 2Pesq. direta: Pesquisa direta; *IFI: Imunofluorescéncia
indireta; “PCR: Reacdo em cadeia da polimerase; +: positivo; -: negativo; N/R: N&o realizado; AT: Antes do
tratamento; PT: Ps-tratamento.
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Tabela 4 - Diagnostico laboratorial dos pacientes antes do tratamento participantes do ensaio de
imunofenotipagem e do ensaio de dosagem sérica de citocinas.

N° de Grupo de Estudo
registro
do  |DRM® Citometria IFI> VVestern  Amostras
Paciente Blot obtidas
30 8mm + + + AT
31 N/R + + + AT
34 N/R - + N/R AT
35 N/R + + N/R AT
36 N/R + + N/R AT

Fonte: Elaborada pela autora.
Nota: IDRM: Intradermorreacdo de Montenegro; ?IFI: Imunofluorescéncia indireta; +: positivo; -: negativo;
N/R: N&o realizado; AT: Antes do tratamento.

9.2 Percentual de linfécitos T CD3", CD4" e CD8" em cultura de células de pacientes

com LTA ativa

Visando demonstrar o perfil de linfocitos T CD3"*, CD4" e CD8" durante a resposta
imunolégica de pacientes com LTA, foi realizada uma comparacdo do percentual destas
células no sangue periférico de 7 pacientes com lesdo ativa e 10 controles. O processamento
das células se deu apds cultura de 6 horas com estimulo mitogénico com PMA e ionomicina.
Observou-se diminui¢do na proporc¢do de linfocitos CD3" de pacientes em comparagio aos
controles (p = 0,0020). Também foi verificada diminuicdo na proporcao de linfocitos T CD4"
em pacientes em comparacdo aos controles (p = 0,0312). No entanto, esta diminui¢cdo nédo
influiu na razio CD4"/CD8" observada. Além disso, os percentuais de linfécitos T CD8" em

pacientes e controles foram semelhantes (Tabela 5).
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Tabela 5 - Comparacdo da média do percentual de linfocitos T CD3", CD4" e CD8" em pacientes com LTA
ativa (PC) e controles (CT).

CT PC p
%CD3" 72,3745,99 56,16+5,25 0,0020
%CD4" 40,35%7,74 31,1345,26 0,0312
%CD8" 26,97+7,96 21,79+7,03 0,1331
Razdo CD4"/CD8" 1,67+0,72 1,57+0,55 0,9578

Fonte: Elaborada pela autora.

9.3 Padronizacdo do tempo de cultura para andlise da producdo de citocinas

intracitoplasmaticas apos estimulo com mitdgenos

Inicialmente foi realizada uma avaliacdo do tempo de cultura de linfocitos para
verificar o melhor periodo de producéo das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-10, IL-17, IL-
21, 1L-22 e IL-23. Para isso, os tempos de 6, 24 e 120 horas de cultura foram testados. Os
testes foram feitos com seis pacientes portadores de lesdo ativa. Maior produgéo de IL-17 foi
observada no tempo de 6 horas de cultura (p = 0,0470). Foi observada também maior
producdo de IL-23 no tempo de 6 horas (p = 0,0183) (Figura 13-A). Nédo foi observada

diferenca estatistica na producio de I1L-21 e I1L-22 por linfécitos T CD4" entre os tempos.

Avaliando-se a producdo de citocinas do perfil Thl e Th2 por linfécitos T CD4", foi
observada uma produgdo significativa maior de IL-4 em 6 horas de cultura (p = 0,0017)
(Figura 13-B). Além disso, os linfocitos T CD8" também produziram mais IL-4 no tempo de 6
horas quando comparado aos outros tempos avaliados (p = 0,0034) (Figura 13-C). Néo foi
observada diferenca estatistica na producdo de IFN-y, TNF-a e IL-10 por linfécitos T CD4" e
linfocitos T CD8" entre os tempos.
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Figura 13 - Producéo de citocinas por linfcitos T CD4* (A e B) e T CD8" (C) de pacientes com LTA ativa nos
tempos de 6, 24 e 120h ap0s estimulo com mitdgenos.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Diferencas foram consideradas significativas quando o valor de p foi inferior a 0,05 e sendo representadas
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9.4 Avaliacdo da producéo das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-10, IL-17, IL-21, IL-22
e 1L-23 por linfocitos T CD4" e CD8"

Tendo em vista os resultados obtidos na padronizagdo do tempo de cultivo das células,
0 tempo de 6 horas de cultura foi escolhido para a avaliagdo da producéo das citocinas IFN-y,
TNF-o IL-4, IL-10, 1L-17, IL-21, IL-22 e IL-23 por linfécitos T CD4" e CD8". Foi observada
producio significativa maior da citocina IL-4 por linfocitos T CD4" (p = 0,0002) e CD8" (p =
0,0020) em pacientes antes do tratamento, em comparacdo aos individuos do grupo controle
(Figura 14). Foi observada também maior producdo de IL-10 por linfécitos T CD8" em
pacientes antes do tratamento em comparagdo aos controles (p = 0,0136). Néao foi observada
diferenca estatistica na producéo de IFN-y, TNF-o e IL-10 por linfocitos T CD4" e de IFN-y e
TNF-a por linfécitos T CDS"”.

Além disso, foi observado aumento significativo na producédo de IL-17 (p = 0,0136) e
IL-23 (p = 0,0004) por linfécitos T CD4" de pacientes antes do tratamento em comparagio
aos controles (Figura 15). Embora sem valor significativo, também foi verificada maior
producdo das citocinas 1L-21 e 1L-22 por linfécitos T CD4" em pacientes antes do tratamento

em comparacado aos controles (dados ndo apresentados).
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Figura 14 - Producdo de citocinas Thl e Th2 por linfécitos T auxiliares (CD4") e citotoxicos (CD8") em
pacientes com LTA antes do tratamento (PC) e controles (CT).
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Diferencas foram consideradas significativas quando o valor de p foi inferior a 0,05 e sendo representadas
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Figura 15 - Producdo de citocinas do perfil Th17 por linfocitos T auxiliares (CD4") em pacientes com LTA
antes do tratamento (PC) e controles (CT).
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Diferengas foram consideradas significativas quando o valor de p foi inferior a 0,05 e sendo representadas
por “*n.

No entanto, ao dividir 0s pacientes em grupos, em que em um grupo constavam cinco
pacientes com lesdo unica (LCL) e, em outro, dois pacientes com multiplas lesdes (LCD), as
diferengas estatisticas na producdo de citocinas se mantiveram. Foi possivel observar
producéo significativa maior de I1L-4 por linfocitos T CD4" (p = 0,0040) e T CD8" (p =
0,0063) nos pacientes com lesdo Unica e producao significativa maior de IL-10 por células T
CD8" (p = 0,0162) nos mesmos (Figura 16). Quanto as citocinas do perfil Th17, diferenca
estatistica na producdo de IL-17 e IL-23 entre 0s grupos também continuou a ser observada (p
=0,0205 e p = 0,0054, respectivamente) (Figura 17).
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Figura 16 - Producéo de citocinas por linfocitos T auxiliares (CD4") e citotoxicos (CD8") em controles (CT) e
pacientes com leséo ativa Unica (LCL) e mdltiplas les6es (LCD).
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Diferencas foram consideradas significativas quando o valor de p foi inferior a 0,05 e sendo representadas
por “*”.
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Figura 17 - Producdo de citocinas do perfil Th17 por linfocitos T auxiliares (CD4") em controles (CT) e
pacientes com leséo ativa Unica (LCL) e mdltiplas les6es (LCD).
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Diferengas foram consideradas significativas quando o valor de p foi inferior a 0,05 e sendo representadas
por “*n.

9.5 Associacgdo entre a producao de citocinas dos perfis Thl, Th2 e Thl7

Para verificar a possivel existéncia de associacfes entre os perfis de producdo de
citocinas, a producdo de citocinas consideradas definidoras para diferentes perfis foram
comparadas: Th1xTh2 (IFN-y x IL-4), Th17xTh1 (IL-17 x IFN-y) e Th17xTh2 (IL-17 x 1L-4)
(Figura 18).

Em um modelo de regressao linear foi observada associacdo positiva entre a producéo
de citocinas dos perfis Thl e Th2 em pacientes com lesdo ativa (p = 0,0024, r* = 0,8641)
(Figura 18-A).
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Figura 18 - Associacdo entre os perfis Th17 x Thl, Thl x Th2 e Th17 x Th2 em pacientes com LTA ativa.

A)
AT
t 2 _
x50, r? =0,04661
i p =0,6420
; 401 .
o
30
w
£ 201
[=]
2
£ 104 .'\
S ol e e @ .
R 2 4 6 8
% de linfocitos T CD4+ IL-17+
AT
B) % 40 = 0,8641
f‘ p =0,0024
2 301
(&}
|_
820,
:E
=
'E 101
° ]
=
R 0 T . T T "
0 10 20 30 40 50
% de linfécitos T CD4+ IFN-y+
AT
C) + 2 -
<, 40- r-=0,0432
: . p=0,6547
S 30
(]
'_
& 204
= L J
g | Tt
E 101
s | % ¢
=
BE: 0 T T T 1
0 2 4 6 8
% de linfécitos T CD4+ IL-17+

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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9.6 Dosagem de citocinas no soro de pacientes com LTA através de citometria de fluxo

A dosagem sérica das citocinas IL-6, IL-10, TNF-o, IFN-y ¢ IL-17 foi realizada
utilizando-se o kit CBA. Foi observado que os soros de pacientes com cura espontanea
apresentavam IL-6 em niveis significativos maiores em comparacdo aos soros de pacientes

apos o tratamento quimioterapico e aos controles (p= 0,0007) (Figura 19).

Figura 19 - Concentracdo sérica de citocinas em pacientes com LTA ativa (AT), ap6s o tratamento
quimioterépico (PT), pacientes que apresentaram cura esponténea (CE) e controles (CT).
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Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Diferencas foram consideradas significativas quando o valor de p foi inferior a 0,05 e sendo representadas
por “*”.
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10 Discussao

A patogénese da LTA esta relacionada a interaces entre a resposta inata e adaptativa do
sistema imune do hospedeiro, assim como a fatores nutricionais e constituicdo genética do
mesmo (REIS et al., 2009). As infec¢bes por Leishmania apresentam um espectro de
manifestagdes clinicas, variando de formas assintométicas a formas cutaneas e mucocutaneas
(BRELAZ-DE-CASTRO et al., 2012; REIS et al., 2009). A avaliacdo da resposta imune do
hospedeiro é essencial na busca por novas estratégias para testes prognosticos,
imunoprofilaxias e imunoterapias. Individuos que apresentam cura espontanea das lesdes sdo
de fundamental importancia para o entendimento dos fatores imunol6gicos que contribuem

para a cura da doenca.

No homem, a LTA pode ocorrer em quatro principais manifestacdes: a forma cutanea
localizada, cutdneo-difusa, mucocutanea e disseminada (BRASIL, 2007; DESJEUX, 2004).
Nesse estudo, observamos aspectos epidemioldgicos e avaliamos a resposta imune de
individuos portadores da forma cutanea da LTA, residentes em &areas endémicas da Zona da

Mata do estado de Pernambuco.

Reithinger et al. (2007) propbe que ciclos de transmissdo da doenca se adaptam a
ambientes peridomésticos e se espalham por areas previamente ndo endémicas. Isso pode
ocorrer como um resultado da urbanizacéo e desflorestamento, com animais domésticos como
potenciais hospedeiros. O padrdo de distribuicdo da doenca em ambientes peridomésticos e
onde ha desmatamento descrito pelo autor corresponde com a situacdo dos municipios
endémicos estudados. Muitas vezes a transmissdao da doenca nesses municipios ocorre
majoritariamente em engenhos localizados na periferia das cidades, em ambientes proximos a

matas onde ha progressivo desmatamento.

Além disso, nossos achados epidemioldgicos corroboram com o descrito por este autor,
guanto a discreta predominancia de homens observada no grupo de individuos infectados. O
autor pontua que o sexo do individuo pode ser um fator de risco devido a fatores
comportamentais que aumentam a exposi¢cdo. Foi observada, nesse estudo, uma maior
prevaléncia de individuos do sexo masculino, podendo ser devido ao tipo de trabalho
executado por esses individuos, em sua maioria envolvendo atividades agricolas situadas

proximas a matas, aumentando a exposic¢ao ao vetor.
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A média de idade dos pacientes foi de 33 anos, com pacientes entre 14 e 69 anos. Houve
predominancia de individuos com lesdo Unica (forma cutanea localizada), com ocorréncia de
lesGes ulceradas, com bordas elevadas e fundo granulomatoso. Neste estudo, onze pacientes
apresentaram 2 ou mais lesdes. Segundo Gontijo e Carvalho (2003) a lesdo primaria €
geralmente Unica, embora eventualmente mdltiplas picadas do flebotomineo ou a

disseminacéo local possam gerar um nimero elevado de lesdes.

Na ocorréncia de lesdes tipicas de leishmaniose, o diagnostico clinico e epidemiologico
pode ser realizado, especialmente se 0 paciente procede de &reas endémicas ou esteve
presente em lugares onde ha casos de leishmaniose. O diagndstico clinico-epidemiolégico
pode ser complementado pela IDRM positiva e eventualmente pela resposta terapéutica.
Entretanto, a confirmacdo desse diagnostico por métodos laboratoriais é fundamental tendo
em vista 0 nimero de doencas que fazem diagndstico diferencial com a LTA (BRASIL,
2007).

Todos os pacientes foram diagnosticados com leishmaniose tegumentar. O diagnostico se
deu observando-se aspectos clinicos e epidemioldgicos, através de consulta feita com médico
dermatologista além do inquérito epidemioldgico, e laboratoriais, servindo-se dos exames
intradermorreacdo de Montenegro, pesquisa direta do parasita nas lesdes, imunofluorescéncia
indireta, reacdo de cadeia em polimerase para pesquisa de DNA parasitario (PCR), citometria
de fluxo e western blot. Os pacientes foram considerados positivos quando, além do

diagnostico clinico a doenca foi confirmada em pelo menos dois destes exames laboratoriais.

Entre os diagnosticos laboratoriais utilizados foi realizada a intradermorreacdo de
Montenegro (IDRM). Entre nossos pacientes, 75% foram testados utilizando este método. A
reacdo se apresentou positiva em todos eles, com area de enduracao variando de 7 a 16mm de
diametro. A IDRM ¢ utilizada rotineiramente na pratica clinica para a avaliacdo da imunidade
celular anti-Leishmania. E um teste de grande valor diagnéstico para a LTA, apresentando
positividade entre 84% e 100% nas formas cutdneas e mucocutaneas, respectivamente, de
leishmaniose (BRASIL, 2007; GONTIJO; CARVALHO, 2003).

A PCR foi realizada em amostras de 63,8% dos pacientes, sendo positiva em 12 das 13
amostras (92,3%). Esta técnica apresenta grande sensibilidade e especificidade, sendo capaz

de detectar baixas quantidades de parasitas na infecgdo (AMEEN, 2010).

A imunofluorescéncia indireta foi realizada em 33 pacientes, sendo positiva em 30 deles

(90%). Esta ferramenta apresenta uma sensibilidade entre 41,4% e 81,9%. A positividade
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deste exame esté associada ao tempo de evolucdo da doenga, e resultados negativos podem ser
observados quer pela reduzida antigenicidade do parasita ou pelos baixos niveis de anticorpos
circulantes (BRASIL, 2007; SOUZA et al., 1982).

A pesquisa direta do parasita foi realizada em 21 pacientes (58,3% dos pacientes) sendo
positiva em apenas 38% das amostras. Esse valor se aproxima do encontrado em estudos
realizados por diferentes grupos de pesquisa, que sugerem que a pesquisa direta tem baixa
sensibilidade, com percentuais que variam de 15-30% de positividade (GOTO; LINDOSO,
2010). De modo geral, as formas amastigotas sdo mais abundantes na fase inicial da doenca,
tornando-se rara em lesdes antigas (resultados falso-negativos). Este exame deve ser realizado
antes do inicio do tratamento, pois parasitas desaparecem logo apos instituicdo da terapéutica
antimonial (AMEEN, 2010).

A citometria de fluxo foi positiva em 7 das 8 amostras avaliadas (87,5%). A citometria de
fluxo permite a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania em amostras de soro, sendo uma
ferramenta de grande sensibilidade e aplicabilidade ao diagnostico da leishmaniose
(OLIVEIRA et al., 2013).

O western blot, por sua vez, foi realizado em amostras de apenas 4 pacientes do estudo,
sendo positivo em todas elas. O western blot € uma técnica que consiste na deteccdo de
proteinas especificas em amostras de tecidos ou soro (MARY et al., 1992). Por motivos
operacionais alguns dos pacientes ndo puderam ser diagnosticados por todos os métodos

citados.

Uma vez confirmado o diagnostico, o tratamento € iniciado, sendo este baseado
primariamente na administracdo de sais de antimoniais pentavalentes por via intramuscular
(BRASIL, 2007; REITHINGER et al., 2007). No entanto, o tratamento é caro e apresenta alta
toxicidade, justificando a procura de terapias alternativas que poderiam reduzir a necessidade
destas drogas (GOTO; LINDOSO, 2010; REITHINGER et al., 2007). Para a eficacia dos
antimoniais pentavalentes no tratamento da leishmaniose, uma eficiente resposta mediada por
célula é requerida, estando esta resposta imunossuprimida quando ha infeccdo (CROFT;
SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; SANTOS et al., 2008). Dessa maneira, a relagédo entre
imunocompeténcia e quimioterapia nas infecgdes causadas por Leishmania e 0 seu estudo séo

de grande importancia clinica para o hospedeiro.

Para um melhor entendimento da resposta imune na LTA, no presente estudo a citometria

de fluxo foi utilizada na determinacéo da percentagem das populagfes celulares pesquisadas.



Amanda Ferreira de Almeida Avaliacdo da producdo de citocinas... 61

Esta técnica permite contar, examinar e classificar particulas microscopicas suspensas em
meio liquido através da emissdo de um feixe de laser sobre as amostras e deteccdo de
fluorescéncias de diferentes intensidades e comprimentos de onda (BD BIOSCIENCES,
2000). Entre as varias aplicagdes da citometria de fluxo, encontra-se a imunofenotipagem, ou
seja, a identificacdo de populagdes e subpopulactes celulares com base em seus marcadores
de superficie (BD BIOSCIENCES, 2000; BRITO, 2010).

A imunofenotipagem atraves da citometria de fluxo tem sido amplamente utilizada na
determinacéo do perfil de resposta celular na leishmaniose (DA-CRUZ et al., 2005; GOLLOB
et al., 2008; PITTA et al., 2009). Esse estudo teve como foco algumas das principais
populacdes celulares j& descritas na literatura pela sua importancia na modulacéo da resposta
imune celular nesta doenca (BOTELHO; MAYRINK; OLIVEIRA, 2009; COUTINHO et al.,
1998; DA-CRUZ et al., 1994). Além disso, foi avaliada também a producdo e secrecdo de

citocinas por estas populagdes celulares.

Os linfdcitos T atuam no reconhecimento de antigenos de microorganismos intracelulares,
destruindo-os ou destruindo as células infectadas. Os linfocitos T compreendem populacdes
funcionalmente distintas, entre elas as células T auxiliares (CD3'CD4") e os linfécitos T
citoliticos ou citotdxicos (CD3"CD8"). As células T auxiliares atuam através da secrecio de
citocinas, que estimulam a proliferacdo e diferenciacdo de células T e ativacdo de diversos
tipos celulares. As células T citotdxicas atuam, além da secre¢do de citocinas, através da
citolise de células infectadas por virus e outros microrganismos intracelulares (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2008; PERES; NARDI; CHIE, 2003).

Sabe-se que infec¢des por Leishmania induzem uma resposta especifica do hospedeiro, e a
resposta por células T é muito importante para o desfecho da doenca (REIS et al., 2006). O
marcador CD3 indica a presenca de células T. Alteraces na razdo de células T CD4*/CD8"
podem indicar predominancia de resposta por células auxiliares ou citotdxicas (BELKAID,
2008).

Nesse estudo, foi observada uma maior proporgdo de linfocitos T (CD3%) e T auxiliares
(CD4") em controles em comparacdo aos pacientes, sugerindo que estas células estejam
envolvidas na protecdo a doenca. Em camundongos, linfocitos T CD4" podem apresentar
tanto papel protetor como promover o desenvolvimento da doenca, a depender do perfil de
citocinas secretadas (DA-CRUZ et al., 1994). H& estudos que sugerem que a resposta por
células T CD4" confira resisténcia em infecgbes por Leishmania (BRELAZ-DE-CASTRO et
al., 2012; CHAN, 1993; DA-CRUZ et al., 1994). Segundo Da-Cruz et al. (2005), no Brasil,
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diferentes razdes de distribuicdo de células T tem sido encontradas, havendo tanto
predominancia de linfécitos T CD4" ou CD8", e mesmo equivaléncia na proporcdo desses

dois tipos celulares tém sido descritas.

Além disso, a diferenciacdo em diferentes perfis de secrecdo de citocinas € importante no
desenlace da doenca. Em humanos, a resposta do tipo Thl, com producdo de citocinas como
TNF-a e IFN-y tem sido relacionada com o controle da infeccdo, através da ativacdo de
macrofagos com producdo de oxido nitrico e destruicdo do parasita. A resposta do tipo Th2,
por sua vez, atua através da producdo de citocinas como IL-4, IL-10, IL-5 e IL-13,
dificultando a morte intracelular do parasita e favorecendo a sua multiplicagdo, com inibigdo
da producdo de NO por macrofagos ativados. Estas citocinas atuam também inibindo a
diferenciacdo de células no perfil de secrecdo de citocinas Thl (BRELAZ-DE-CASTRO et
al., 2012; DA-CRUZ et al., 2005; REIS et al., 2006).

Em nossos ensaios, maior producdo de IL-4 foi observada tanto por linfécitos T CD4"
quanto por linfécitos T CD8". IL-4 é uma citocina que define o perfil Th2. IL-4 esta
envolvida na inativacdo de macrofagos inflamatorios e regulacdo da inducao de células Th2,
além da inibicdo da diferenciacdo de células Thl (BARATTA-MASINI et al., 2007;
KAMALI-SARVESTANI et al., 2006). Esta inibicdo do desenvolvimento de resposta Thl
pode se dar via numerosos mecanismos, como a regulacdo negativa da cadeia IL12RB2 e
regulacao do fator de transcri¢cdo T-bet, que controla a expressao de IFN-y (O’GARRA et al.,
2004). Estudos anteriores do nosso grupo também revelaram a expressao de citocinas com um
perfil Th2 em culturas de pacientes com LTA ativa, indicando a existéncia de uma

imunomodulagédo no inicio da infecgdo (BRELAZ et al., 2012).

Além disso, observamos também producéo de 1L-10 por linfécitos T CD8" de pacientes
em comparacao aos controles. IL-10 é uma citocina regulatdria e que esta implicada também a
resposta Th2, além de participar na estimulacdo do perfil Th3, com diferenciacdo de células
regulatérias (BELKAID, 2008). IL-10 atua inibindo a producéo de citocinas pro-inflamatdrias
como IL-1, IL-6 e TNF-a por macréfagos ativados (FIORENTINO et al., 1991). Embora a
resposta Th1 seja benéfica, o controle da resposta inflamatéria também é essencial para a cura
da doenga. A producdo de IL-10, inicialmente relacionada apenas ao favorecimento da
sobrevida parasitaria no hospedeiro induzindo a desativacdo macrofagica, pode representar
um contrabalango necessario para a resolucdo da doenca (ANTONELLI et al., 2004,
FIORENTINO et al., 1991).
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A maioria dos trabalhos com LTA demonstram um perfil misto Th1/Th2 em pacientes
com lesdo ativa (BOTTREL et al., 2001; CASTELLANO et al., 2009; COUTINHO et al.,
1996; DA-CRUZ et al., 2002; GOMES-SILVA et al.,, 2007). Embora ndo significativa,
observamos niveis séricos mais altos de IL-10 em pacientes antes do tratamento em
comparacdo aos pacientes que apresentaram cura espontanea. O mesmo foi observado entre
pacientes apds o tratamento e controles. Por outro lado, a producéo de IL-10 por linfocitos T
CD8" observada na imunofenotipagem foi significativa, comparando-se pacientes em relacéo
ao controle. 1sso sugere que, logo ap6s a exposicdo ao parasita, 0s pacientes desenvolvam
uma resposta imunoldgica com possivel diferenciagdo de Tregs, permitindo a sobrevivéncia

parasitaria e desenvolvimento da lesdo (BELKAID, 2007).

Trabalhos anteriores do nosso grupo mostraram uma maior proporcdo de linfocitos T
CD25" em pacientes ap0s o tratamento quando comparados aos pacientes antes do tratamento.
Essa proporcdo maior foi observada também ao comparar pacientes antes do tratamento com
os controles. Isso reforca a idéia de que células regulatérias contribuam para o balango da
resposta imunologica no hospedeiro (ALMEIDA et al., 2011). Com o avan¢o da doenca, a
resposta inflamatéria é suprimida dando margem para um balanco entre as respostas
imunolégicas. Esse balango leva a manutencdo da presenca do parasita, importante para o
estimulo da resposta. Quando ha uma resposta regulatdria muito intensa pode haver
descontrole na multiplicacdo do parasita. Em compensacdo, esta resposta regulatéria pode
atuar no controle de respostas inflamatorias exacerbadas que podem ser danosas ao tecido do
hospedeiro. Segundo Mendez et al. (2004), a persisténcia de um nimero de parasitas na

infecgdo latente é necesséria para uma imunidade duradoura contra Leishmania.

Similarmente aos perfis Thl e Th2, a resposta Th17 é orquestrada pela secrecdo de
citocinas especificas. Ela ¢ ativada por uma combinagéo das citocinas IL-6 e TGF-B, e leva a
producdo de citocinas como IL-17, IL-21, IL-22 e IL-23. A resposta Th1l7 € um importante
fator presente em processos patoldgicos como inflamacdo e doencas auto-imunes, mas
também na resposta inicial contra patdgenos (KAUFMANN; KUCHROO, 2009; OUKKA,
2007; SCHMIDT-WEBER; AKDIS; AKDIS, 2007).

No que concerne as citocinas do perfil Th17, observamos uma maior producéo de 1L-17
em pacientes com lesdo ativa em comparagdo aos controles. 1sso ocorreu ndo apenas em
pacientes com lesdo Unica, mas também em pacientes com multiplas lesdes. Através da
sinalizacdo pelo receptor IL-17RA, IL-17 pode induzir a producdo de diferentes tipos de

proteinas, muitas relacionadas a inflamag&o, incluindo quimiocinas (CXCL-1, CXCL-2,
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CXCL-8-10, CCL-2, CCL-20), citocinas (IL-6, TNFa, G-CSF, GM-CSF), proteinas da
resposta de fase aguda, fatores de remodelamento de tecidos (MMP1, MMP3, MMP9,
MMP13, TIMP2), e produtos anti-microbianos (B-defensinas, mucinas, calgranulinas)
(GONZALEZ-GARCIA et al., 2009; SOUZA et al., 2013). Sabe-se também que 1L-17 é um
potente ativador de neutrofilos. Niveis aumentados desta citocina sdo responsaveis pela
migracdo de neutrdfilos, principalmente via CXCL2 (KOSTKA et al., 2009), o que pode

contribuir na resposta imune inata contra o patdgeno.

Estudos avaliando o papel de IL-17 em outras infec¢es tém mostrado que a producdo
desta citocina apresenta papel na imunidade protetora contra diversos fungos e bactérias,
como no caso de infeccdes por Klebsiella pneumonieae, Mycobacterium tuberculosis,
Candida albicans e Aspergillus fumigate (HAPPEL et al., 2003; MATSUZAKI; UEMURA,
2007). IL-17 também apresenta papel protetor na imunidade contra parasitas, CoOmo nos casos
das infeccbes pelo protozoario Tripanosoma cruzi. Pacientes com cardiopatia leve ou ausente
apresentaram maior producéo de IL-17 por linfécitos CD4" (GUEDES et al., 2012). Além
disso, estudos mostram que a producdo de IL-17 parece regular IL-1afp em diversas condicGes
patoldgicas. IL-1 derivado de células dendriticas é importante para uma eficiente inducdo da
resposta Th1 na leishmaniose (KOSTKA et al., 2009).

Em humanos, outros trabalhos mostraram que IL-17 estd presente na fase inicial de
formas cutaneas da leishmaniose, levando a conclusdo de que esta citocina poderia ser
prejudicial na resolucdo da doenca (BACELLAR et al.,, 2009; KOSTKA et al., 2009;
NOVOA et al., 2011; SOUZA et al., 2012). Por outro lado, Novoa et al. (2011) observaram
um aumento nos niveis de IL-17 em individuos com infec¢do subclinica, em comparacdo a
pacientes com lesfes ativas, concluindo que esta citocina possui papel protetor na resposta
imune contra Leishmania. Pitta et al. (2009) também mostraram que L. donovani, um agente
da leishmaniose visceral, induz fortemente a producdo de IL-17 e IL-22 por PBMCs em
individuos saudaveis, sugerindo que esta citocina apresente papel protetor em infeccbes por

Leishmania.

Acreditamos que a maior proporcéo de linfocitos T CD4™ produtores de IL-17 observadas
nos pacientes com lesdo ativa indique uma resposta inicial do hospedeiro contra o patégeno.
Essa resposta inflamatoria inicial pode ser importante para a resolucéo da infec¢do. Por outro

lado, se exacerbada, pode levar a dano tecidual e acometimento de lesdes.

Em nossos estudos, foi observada também maior proporgdo de linfécitos T CD4"

produtores de IL-23 em pacientes com lesdo ativa, quando comparados aos controles. A
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funcdo de IL-23 na promocgédo da expansdo celular tem sido proposta. Estudos sugerem que
IL-23 mantém o fenétipo Thl7. Por outro lado, tem sido demonstrado que IL-23 mantém as
funcBes patogénicas das respostas Thl7 comparadas com culturas sob estimulo de TGF-f e
IL-6, a depender da producéo de IL-10 por células Th17 (GONZALEZ-GARCIA et al., 2009;
SOUZA et al., 2013). A maior propor¢cdo de células produtoras de IL-23 observada em
nossos estudos reforca a ideia de que a resposta Th17 esteja bem estabelecida nos pacientes

com lesdo ativa avaliados.

Estudos recentes também tém implicado IL-23 e IL-17 na imunidade contra patdgenos
extracelulares, como bactérias (Klebsiella pneumoniae), protozoéarios (Toxoplasma gondii) e
fungos (Cryptococcus neoformans). Entretanto, estudos mostram que niveis aumentados de
IL-23 e IL-17 em infec¢bes por Schistosoma mansoni estdo associados a exacerbacdo da
doenga (KHADER; GOPAL, 2010; RUTITZKY; LOPES DA ROSA; STADECKER, 2005).

Maiores niveis séricos de IL-6 foram observados em pacientes curados espontaneamente e
nos pacientes com a doenca ativa comparados com aqueles apds o tratamento. IL-6, entre
outras funcgdes, atua na promocéo da resposta do tipo 17. Os niveis aumentados desta citocina
nos pacientes que apresentaram cura espontanea e pacientes com lesao ativa indicam que ha
um estimulo para o estabelecimento de uma resposta Thl7 nestes pacientes. Niveis
aumentados desta citocina nos pacientes que apresentaram cura espontanea nos levam a
conclusédo de que a mesma pode apresentar um papel importante na resolucdo da doenca.
Além disso, 0s niveis aumentados em pacientes com lesdo ativa reforcam a ideia de uma

imunomodulacdo no inicio da infeccéo.

Além da caracterizacdo de cada perfil de resposta imune na populacdo estudada, foi
importante verificar a relacdo entre eles. Para isso, foi feita a associacdo entre os perfis Thl,
Th2 e Thl7, considerando como citocinas representantes desses perfis, respectivamente, IFN-
v, IL-4 e IL-17. Ao analisar essa associagdo, observamos associacdo positiva entre Thl e Th2

em pacientes com lesdo ativa.

A associacéo positiva entre Th1l e Th2 observada nos pacientes com leséo ativa reflete um
perfil misto da resposta imunoldgica que pode levar a uma desregulagdo nos perfis de
secrecdo de citocinas observada nesses pacientes (DA-CRUZ et al., 2005). No entanto, h4 a
possibilidade deste perfil misto estar sendo observado em decorréncia do tipo de estimulo
utilizado em nossos experimentos, pois 0s mitogenos utilizados estimulam uma resposta
policlonal e inespecifica (KIM et al., 2000). Estas citocinas tém sido associadas a mecanismos

de protegdo (perfil Thl) e de patogénese (perfil Th2) na LTA. Sabe-se que a sua quantidade,
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producdo balanceada e momentos de liberagdo sdo determinantes na evolucdo da doenga,
sendo o balango entre os perfis de citocinas importante para a cura clinica (BARATTA-
MASINI et al., 2007, BRELAZ-DE-CASTRO et al., 2012; SOUZA et al., 2013).

A producdo simultanea de IL-4, IL-10 e IL-17, observada no inicio da infeccdo nos
pacientes do presente estudo, sugere uma desregulagdo imunolégica temporéria e mecanismos
reguladores que envolvem a citocina IL-10. Essas respostas parecem estar diretamente
relacionadas com o desfecho da doenca (BACELLAR et al., 2009; BELKAID, 2007; DA-
CRUZ et al., 2002; PITTA et al., 2009).

Deste modo, conforme evidenciado pelos nossos resultados, acreditamos que um balanco
adequado entre as respostas que induzam a atividade anti-parasitaria, aquelas que induzam
lesbes teciduais, e aquelas que mantenham a persisténcia parasitaria, pode ser o mais
adequado para uma melhor resolucdo das patologias causadas por infecgdes por L. (V.)

braziliensis.
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11 Conclusdes

A) O maior percentual de linfocitos T CD3" e de linfocitos T CD4" observado em controles,
comparado aos pacientes com lesdo ativa, indica participacdo destas células na protecédo

contra o aparecimento de lesdes;

B) A presenca da citocina inibitéria IL-4 e da citocina regulatoria 1L-10, demonstram uma
desregulacdo da resposta imune na doenca ativa, que pode contribuir para 0 acometimento de

lesdes;

C) A presenca de I1L-17 e IL-23 em pacientes com leséo ativa comprovam que essas citocinas
estdo presentes na resposta inicial ao parasita. Estas citocinas podem ser importantes para o

combate ao parasito, porém, ao mesmo tempo, podem levar a danos teciduais.

D) A presenca de niveis mais altos de IL-6 em pacientes que apresentaram cura espontanea,
sugere que a promocdo da resposta Th17 seja benéfica na resolucdo de infeccdes por L. (V.)

braziliensis.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Grupo

Paciente

Q Fundag¢do Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

Centro de Pesquisas FIOCRUZ

AGGEU MAGALHAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — Grupo Paciente -

Projeto: “Avaliacdo da producdo de citocinas na resposta imune celular de pacientes com
Leishmaniose Tegumentar Americana ativa e ap0s a cura clinica”.

O objetivo principal do referido projeto é a investigacdo da resposta imunoldgica
(defesa do organismo da pessoa) dos pacientes com leishmaniose tegumentar ativa, apos a
cura clinica espontanea ou ap6s tratamento quimioterapico e dos pacientes que nao se curam
com o tratamento.

O senhor esta sendo convidado a participar deste estudo por se encontrar no grupo de
pacientes. Esse grupo serd submetido a coleta de sangue venoso em volume equivalente a
quatro colheres de sopa antes e ap0s tratamento quimioterapico ou apos cura clinica
espontanea e a exames que incluirdo a intradermoreacdo de Montenegro, pesquisa direta;
puncao aspirativa, biopsia da borda da lesdo ativa, imunofluorescéncia indireta e PCR. Todas
as informac0es e os detalhes dos exames que serdo realizados serdo previamente esclarecidos
para o senhor. Além disso, também o senhor serd informado que recebera os resultados
desses exames. Todo procedimento serd realizado com material estéril descartavel e por
profissionais de saude de reconhecida capacidade. O senhor serd informado que a coleta de
sangue é um método invasivo, por isso pode causar desconforto no local, na hora da picada e
qgue ndo devo friccionar (movimento com forca) o local para ndo haver formacdo de
hematoma, ou seja, pequena mancha roxa. O esquema terapéutico com Glucantime®
(remédio utilizado para o tratamento) sera composto por doses de 20 mg/Kg/dia através de
injecBes intramusculares em ciclos de vinte a trinta dias, sendo realizado no posto de saude do
municipio de Moreno por funcionarios qualificados (médicos, enfermeiros ou auxiliares de
enfermagem). Esse remédio (Glucantime®) é o mais utilizado, promove cura da doenga e
pode ter efeitos colaterais como nauseas e indisposi¢cdo (moleza). Se ocorrer qualquer
alteracdo em seu organismo, o senhor devera procurar o medico do posto de salde. Esse
trabalho trard grande beneficio, pois indicard se componentes do sistema de defesa do
organismo poderdo ser usadas como marcadores da resposta terapéutica e se outras células do
sistema de defesa do organismo participam na evolucdo clinica de pacientes com
leishmaniose tegumentar americana. Antes de sua participagdo no referido projeto, o senhor
sera incentivado a pedir esclarecimento adicional que julgue necessario, esclarecida por um
participante do projeto. O senhor esta ciente que podera recusar ou retirar seu consentimento,
em qualquer momento da investigacdo, sem qualquer punicdo ou prejuizo. A Fundacao
Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) esta autorizada a utilizar as informagdes obtidas atraves
dos resultados dos procedimentos em reunifes, congressos, patentes e publica¢fes cientificas
preservando, neste caso, a sua identidade. O CPgAM/FIOCRUZ também podera estocar
amostra bioldgica para posteriores estudos. O senhor sera informado que para usar a amostra
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bioldgica estocada, um pesquisador do projeto entrard em contato com o senhor. Caso seja
necessario, o senhor pode contactar o CEP/CPgAM para saber se a pesquisa foi avaliada e
aprovada quanto a ética do estudo. Da mesma forma o CEP podera ser contactado através do
endereco Centro de Pesquisas Aggeu Magahdes, FIOCRUZ, Avenida Moraes Rego, s/n,
Cidade Universitaria, caixa postal 7472, CEP: 50670-420, Recife-PE, Brasil, telefone (81)
21012639 em caso de alguma denlncia de sua parte referente a essa pesquisa.

O senhor esta ciente que caso sofra qualquer tipo de dano previsto ou ndo no termo de
consentimento e resultante de sua participacao, além do direito a assisténcia integral, o senhor
tera direito a indenizacdo. O pesquisador, 0 patrocinador e a instituicdo devem assumir a
responsabilidade de dar assisténcia integral as complicagdes e danos decorrentes dos riscos
previstos. O senhor também esta ciente das formas e previsdo de ressarcimento de suas
despesas, decorrentes de sua participacdo na pesquisa.

O senhor esta ciente que este documento é feito em duas vias, ficando uma em sua
posse e a outra com a equipe do projeto e que todas e quaisquer duvidas que o senhor venha a
ter sobre o significado dos termos empregados no presente texto Ihe serdo completamente
esclarecidos por um dos membros do projeto antes que o senhor assine este impresso.

B et e e te e raenre e e ares (identidad
B e ), li e concordo em participar como voluntario neste projeto que
envolverd o Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CPgAM/FIOCRUZ)

Endereco do paciente para contato data

Assinatura do paciente data

Assinatura do médico responsavel — CPqAM/FIOCRUZ data

Endereco profissional: Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n, Cidade
Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, Recife — PE, Brasil.

Tel.: (081) 3301 2500; Fax: (081) 3453 2449; http://www.cpgam.fiocruz.

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, Recife
PE, Brasil. Tel.: (081) 3301 2500; Fax: (081) 3453 2449; http://www.cpgam.fiocruz.
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Grupo

Paciente Menor de 18 anos

Qj Fundac¢ao Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

. | S— |
Centro de Pesquisas FIOCRUZ

AGGEU MAGAIL HAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — Grupo Paciente menor de 18
anos

Projeto: “Avaliacdo da producdo de citocinas na resposta imune celular de pacientes com
Leishmaniose Tegumentar Americana ativa e ap0s a cura clinica”.

O objetivo principal do referido projeto é a investigacdo da resposta imunoldgica
(defesa do organismo da pessoa) dos pacientes com leishmaniose tegumentar ativa, apos a
cura clinica espontanea ou ap6s tratamento quimioterapico e dos pacientes que nao se curam
com o tratamento.

Como responsavel pelo menor, o senhor esta sendo convidado a participar deste estudo
por se encontrar no grupo de pacientes menor de 18 anos. Esse grupo serd submetido a coleta
de sangue venoso em volume equivalente a quatro colheres de sopa antes e ap0s tratamento
quimioterapico ou apds cura clinica espontanea e a exames que incluirdo a intradermoreacao
de Montenegro, pesquisa direta; puncdo aspirativa, bidpsia da borda da lesdo ativa,
imunofluorescéncia indireta e PCR. Todas as informac0es e os detalhes dos exames que seréo
realizados serdo previamente esclarecidos para o senhor que é responsavel pelo menor. Além
disso, também o senhor sera informado que receberd os resultados desses exames. Todo
procedimento sera realizado com material estéril descartavel e por profissionais de salde de
reconhecida capacidade. O senhor como responsavel pelo menor seré& informado que a coleta
de sangue é um método invasivo, por isso pode causar desconforto no local, na hora da picada
e que ndo devo friccionar (movimento com forca) o local para ndo haver formacgédo de
hematoma, ou seja, pequena mancha roxa. O esquema terapéutico com Glucantime®
(remédio utilizado para o tratamento) serd composto por doses de 20 mg/Kg/dia através de
injecBes intramusculares em ciclos de vinte a trinta dias, sendo realizado no posto de satde do
municipio de Moreno por funcionarios qualificados (médicos, enfermeiros ou auxiliares de
enfermagem). Esse remédio (Glucantime®) é o mais utilizado, promove cura da doenca e
pode ter efeitos colaterais como nauseas e indisposicdo (moleza). Se ocorrer qualquer
alteracdo no organismo do menor, o senhor que é responsavel pelo menor devera procurar 0
médico do posto de saude. Esse trabalho trara grande beneficio, pois indicard se componentes
do sistema de defesa do organismo poderdo ser usadas como marcadores da resposta
terapéutica e se outras celulas do sistema de defesa do organismo participam na evolucgéo
clinica de pacientes com leishmaniose tegumentar americana. Antes de sua participacdo no
referido projeto, o senhor sera incentivado a pedir esclarecimento adicional que julgue
necessario, esclarecida por um participante do projeto. O senhor estd ciente que podera
recusar ou retirar o consentimento do menor em qualquer momento da investigacdo, sem
qualquer punicdo ou prejuizo. A Fundagdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) esta
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autorizada a utilizar as informacdes obtidas atraves dos resultados dos procedimentos em
reunides, congressos, patentes e publicacBes cientificas preservando, neste caso, a identidade
do menor. O CPgAM/FIOCRUZ também podera estocar amostra bioldgica para posteriores
estudos. O senhor seréd informado que para usar a amostra bioldgica estocada do menor, um
pesquisador do projeto entrard em contato com o senhor. Caso seja necessario, 0 senhor pode
contactar o CEP/CPgAM para saber se a pesquisa foi avaliada e aprovada quanto a ética do
estudo. Da mesma forma o CEP poderd ser contactado através do endereco Centro de
Pesquisas Aggeu Magahdes, FIOCRUZ, Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria,
caixa postal 7472, CEP: 50670-420, Recife-PE, Brasil, telefone (81) 21012639 em caso de
alguma denuncia de sua parte referente a essa pesquisa.

O senhor esta ciente que caso o menor sofra qualquer tipo de dano previsto ou ndo no
termo de consentimento e resultante de sua participagdo, além do direito a assisténcia integral,
0 senhor como responsavel pelo menor tera direito a indenizacdo. O pesquisador, 0
patrocinador e a instituicdo devem assumir a responsabilidade de dar assisténcia integral as
complicacdes e danos decorrentes dos riscos previstos. O senhor também esta ciente das
formas e previsdo de ressarcimento de suas despesas, decorrentes de sua participacdo na
pesquisa.

O senhor como responsavel pelo menor esta ciente que este documento é feito em duas
vias, ficando uma em sua posse e a outra com a equipe do projeto e que todas e quaisquer
duvidas que o senhor venha a ter sobre o significado dos termos empregados no presente texto
Ihe serdo completamente esclarecidos por um dos membros do projeto antes que o senhor
assine este impresso.

(identidade:........cccooevvreeieinenn, ), responsavel pelo menor
............................................................................................... , li e concordo em participar como
voluntario neste projeto que envolverd o Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacao
Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ)

Endereco do responsavel pelo menor data

Assinatura do responsavel pelo menor data

Assinatura do médico responsavel — CPqgAM/FIOCRUZ data

Endereco profissional: Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n, Cidade
Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, Recife — PE, Brasil.

Tel.: (081) 3301 2500; Fax: (081) 3453 2449; http://www.cpgam.fiocruz.
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Grupo

Controle

Q Fundac¢ao Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

. ——)
Centro de Pesquisas FIOCRUZ

AGGEU MAGALHAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Grupo Controle —

Projeto: “Avaliacdo da producdo de citocinas na resposta imune celular de pacientes com
Leishmaniose Tegumentar Americana ativa e ap0s a cura clinica”.

O objetivo principal do referido projeto é a investigacdo da resposta imunoldgica
(defesa do organismo da pessoa) dos pacientes com leishmaniose tegumentar ativa, apos a
cura clinica espontanea ou ap6s tratamento quimioterapico e dos pacientes que nao se curam
com o tratamento.

O senhor esta sendo convidado a participar deste estudo por se encontrar no grupo
controle, ou seja, grupo de individuos que ndo apresentam a doenga e que servirdo de
comparacdo com os individuos doentes. O senhor sera submetido a uma Unica coleta de
sangue venoso em volume equivalente a quatro colheres de sopa.Todo procedimento sera
realizado com material estéril descartavel e por profissionais de salde de reconhecida
capacidade para executar os procedimentos. O senhor sera informado que a coleta de sangue é
um método invasivo, por isso pode causar desconforto no local, na hora da picada e que ndo
devo friccionar (movimento com forga) o local para ndo haver formacdo de hematoma, ou
seja, pequena mancha roxa. Esse trabalho trara grande beneficio, pois indicard se
componentes do sistema de defesa do organismo poderdo ser usadas como marcadores da
resposta terapéutica e se outras células do sistema de defesa do organismo participam na
evolucdo clinica de pacientes com leishmaniose tegumentar americana em Pernambuco.
Como o senhor faz parte do grupo controle ndo sera submetido a nenhum tratamento com
Glucantime® (remédio utilizado no tratamento da leishmaniose tegumentar americana). Esse
remédio (Glucantime®) é o mais utilizado, promove cura da doenca e pode ter efeitos
colaterais como nauseas e indisposicdo (moleza). Antes de sua participacdo no referido
projeto, o senhor sera incentivado a pedir esclarecimento adicional que julgue necessario,
esclarecido por um participante do projeto, sobretudo em relacdo a importancia do grupo
controle. Esse trabalho trard grande beneficio, pois indicara se componentes do sistema de
defesa do organismo poderdo ser usadas como marcadores da resposta terapéutica e se outras
células do sistema de defesa do organismo participam na evolugdo clinica de pacientes com
leishmaniose tegumentar americana.

O senhor estd ciente que podera recusar ou retirar meu consentimento, em qualquer
momento da investigacdo, sem qualquer puni¢do ou prejuizo. A Fundacdo Oswaldo Cruz
(CPgAM/FIOCRUZ) esta autorizada a utilizar as informagdes obtidas através dos resultados
dos procedimentos em reunides, congressos, patentes e publicagdes cientificas preservando,
neste caso, a sua identidade. O CPgAM/FIOCRUZ também poderéa estocar amostra biologica
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para posteriores estudos. O senhor sera informado que para usar a amostra bioldgica estocada,
um pesquisador do projeto entrard em contato com o senhor. Caso seja necessario, o senhor
pode contactar o CEP/CPgAM para saber se a pesquisa foi avaliada e aprovada quanto a ética
do estudo. Da mesma forma o CEP podera ser contactado através do endereco Centro de
Pesquisas Aggeu Magahdes, FIOCRUZ, Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitéria,
caixa postal 7472, CEP: 50670-420, Recife-PE, Brasil, telefone (81) 21012639 em caso de
alguma denuncia de sua parte referente a essa pesquisa.

O senhor esta ciente que caso sofra qualquer tipo de dano previsto ou ndo no termo de
consentimento e resultante de sua participacdo, além do direito a assisténcia integral, o senhor
tera direito a indenizacdo. O pesquisador, o patrocinador e a instituicdo devem assumir a
responsabilidade de dar assisténcia integral as complicacBes e danos decorrentes dos riscos
previstos. O senhor também esta ciente das formas e previsdo de ressarcimento de suas
despesas, decorrentes de sua participacao na pesquisa.

O senhor esta ciente que este documento é feito em duas vias, ficando uma em sua
posse e a outra com a equipe do projeto e que todas e quaisquer duvidas que o senhor venha a
ter sobre o significado dos termos empregados no presente texto Ihe serdo completamente
esclarecidos por um dos membros do projeto antes que o senhor assine este impresso.

o (identidad
B e ), li e concordo em participar como voluntario neste projeto que
envolvera o Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CPgAM/FIOCRUZ)

Endereco do voluntario data
Assinatura do do voluntario data
Assinatura do médico responsavel — CPgAM/FIOCRUZ data

Endereco profissional: Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n, Cidade
Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, Recife — PE, Brasil.
Tel.: (081) 3301 2500; Fax: (081) 3453 2449; http://www.cpgam.fiocruz

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria, Cx. Postal
7472, CEP: 50670-420, Recife — PE, Brasil.Tel.: (081) 3301 2500; Fax: (081) 3453 2449;
http://www.cpgam.fiocruz.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica da Instituicdo

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundag¢éo Oswaldo Cruz

Presidéncia

Rio de Janeiro, 17 de dezembro dé 2009

Declaro para os devidos fins que do projeto de Cooperagao Internacional intitulado
“Estudo do papel de células T reguladoras CD4*CD25" na Leishmaniose
Tegumentar Americana” foi aprovado no Convénio Bilateral INSERM/FIOCRUZ,
para o biénio 2010-2011. O projeto € ccordenado no Brasil por Dra. Valéria Régo
Alves Pereira (Departamento de Imunologia do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes/FIOCRUZ/PE} e na Franga por Dr. Alain Dessein (Laboratdrio de
Imunologia e Genética de Doengas Parasitarias/ INSERM).

i F Bl 50&5 G‘t%

Centro de Relagdes Internacionais em Satide

Norma Brandéo

Atsstona )
Centro de Relaches Infamacionais em Sedde
Presidéncia | Fiocruz - Mat. 1382308-1



