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RESUMO

A evolugdo clinica da leishmaniose tegumentar Americana (LTA) depende da
espécie de Leishmania infectante e da resposta imune desencadeada pelo paciente.
Nesta resposta, sabe-se que os linfocitos T CD8" exercem importantes funcdes,
através da liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias e de sua atividade citotoxica, e
tém sido relacionados tanto a um papel na prote¢cdo imunoldgica e regressao da
lesdo, quanto na manutencdo da infeccdo e dano tecidual. Outras populacdes
celulares, como as células natural killer (NK), células natural killer-T (NKT) e
linfocitos T CD4" citotdxicos também sdo capazes de exercer atividades similares
aos linfécitos T CD8", entretanto pouco € conhecido a respeito da funcgéo citotdxica
destas células na imunopatogenia da LTA. Assim, na tentativa de melhor
compreender o papel da citotoxicidade na evolucdo para a cura clinica na LTA, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a frequéncia e a atividade citotoxica destas
populacbes celulares, através de imunofenotipagem e avaliacdo da expressdo de
CD107a, em amostras obtidas de sangue periférico de pacientes com leishmaniose
cutdnea (LC) e leishmaniose mucosa (LM) ativa; durante e apdés o tratamento
antimonial. As analises celulares foram realizadas apds descongelamento das
amostras, com o intuito de identificar as freqiéncias de tais populacdes e suas
atividades citotdxicas. Foram ainda realizados ensaios in vitro, para determinar o
comportamento citotdéxico destas populacdes durante a resposta antigénica
especifica. Os resultados mostraram que a freqiiéncia de linfécitos T CD8" e T CD4"
foi baixa durante a forma ativa da LC, e, enquanto a frequéncia de linfécitos T CD8
tendeu a retornar aos niveis de normalidade com o tratamento e a cura clinica, a
freqiiéncia de linfocitos T CD4" permaneceu prejudicada. A funcgéo citotoxica dos
linfocitos T CD8", T CD4" e células NKT foi mais notavel nos pacientes durante o
tratamento, indicando que suas funcdes citotdéxicas, em conjunto com os efeitos
benéficos da terapia, parecem auxiliar no direcionamento para a cura clinica da LC.
Entretanto, estas mesmas células apresentaram atividade citotoxica prejudicada
gquando em contato com alta carga antigénica. As células NK e NKT foram
detectadas em altos niveis nos pacientes de LC e ndo apresentaram tendéncia a
retornar aos niveis de normalidade com a cura recente. Ainda, a citotoxicidade
exercida pelas células NK circulantes ndo pareceu influenciar no processo de cura
da LC. Embora a amostragem dos pacientes de LM tenha sido pequena, 0s
resultados apontam para um uma baixa da frequéncia de linfocitos T CD8" e T CD4"
nos pacientes de LM, enquanto as células NK e NKT apresentaram frequéncias
elevadas. A atividade citotdxica de linfécitos T CD8*, T CD4" e células NK foi mais
acentuada nos grupos de pacientes de LM que nos individuos sadios; porém,
intrigantemente, nenhuma das populacdes celulares nestes pacientes foi capaz de
exercer atividade citotOxica especifica em resposta aos antigenos de L. (V.)
braziliensis. Nas avaliagdes das subpopulagbes de celulas NK e NKT, a
subpopulacdo NK CD56"™ foi a mais prevalente e com atividade predominantemente
citotoxica, independente da presenca da patologia ou do tratamento. Ja
subpopulacdo NKT duplo-positiva (CD4'CD8") parece desempenhar um importante
papel citotdxico no processo de cura clinica da leishmaniose cutanea. Em conjunto,
estes dados apontam para uma participagdo efetiva dos linfocitos T CD8" e das
células NKT (principalmente a subpopulacdo duplo-positiva) no processo de cura da
LC, enaltecendo a importancia destas células como promissores alvos de estudos
terapéuticos e vacinais.
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ABSTRACT

The clinical course of American tegumentary leishmaniasis (ATL) depends on the
interaction between the parasite and the immune response of patient. It is well known
that CD8" T lymphocytes play a key role in this response due to their cytokine production
and cytotoxic potential, being related to a role in protective immunity and lesion’s
regression, as well as in the maintenance of infection and tissue damage. Natural killer
cells (NK), natural killer T cells (NKT) and a cytotoxic subpopulation of CD4" T
lymphocytes present similar functions, however little is known about the cytotoxic
function of these cells in the immunopathogenesis of ATL. Thus, in order to better
understand the role of cytotoxicity in the evolution to clinical cure of ATL, the aim of this
study was to evaluate the frequency and cytotoxic activity of these cell populations,
through immunophenotyping and evaluation of CD107a expression, in peripheral blood
samples of patients with active cutaneous and mucosal leishmaniasis and both during
and after treatment antimony. Analyses were performed after cell thawing of samples, in
order to identify the frequencies of these populations and their cytotoxic activities. In vitro
assays were also carried out to determine the cytotoxic behavior of these populations
during the response to specific antigen. We could observe that the frequency of CD8"
and CD4" T lymphocytes was low in active cutaneous leishmaniasis. The frequency of
CD8" T lymphocytes have returned to the normal levels with treatment and after clinical
cure, while the frequency of CD4" T lymphocytes remained at lowest levels. The
cytotoxic function of CD8" and CD4" T lymphocytes and NKT cells was more remarkable
in patients during treatment, indicating that cytotoxic functions, along with the beneficial
effects of therapy, assist in leading to the clinical cure of LC. However, these same cells
showed impaired cytotoxic activity when exposed to high antigenic load. The NK and
NKT cells are present at high levels in LC patients and did not seem to return to normal
levels with the recent cure. Further, the circulating NK cells cytotoxicity did not appear
influence in this healing process. Although the sample of LM patients was small, the
results point to a low frequency of CD8" and CD4" T lymphocytes, while NK and NKT
cells presented high frequencies. The cytotoxic activity of CD8" and CD4™ T lymphocytes
and NK cells was more marked in the LM patients groups than in healthy individuals; but
intriguingly, none of the cell populations in these patients was able to exert cytotoxic
activity in response to specific L. (V.) braziliensis antigens. In the evaluations of
subpopulations of NK and NKT cells, a CD56%™ NK subpopulation was the most
prevalent and shows a predominantly cytotoxic activity, regardless of the presence of
disease or treatment. CD4'CD8"-NKT subpopulation seems to play an important
cytotoxic role in the process of clinical cure in cutaneous leishmaniasis. Together, these
data point to an effective participation of CD8" T cells and NKT cells (mainly CD4"CD8"
NKT cells) in the healing process of the LC, highlighting the importance of these cells as
promising targets for therapeutic and vaccine studies.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por protozoarios do
género Leishmania e podem se apresentar sob a forma tegumentar ou visceral,
variando em gravidade desde lesOes da pele a desfiguragcbes graves e infeccéo
sistémica fatal. Tais formas s&o determinadas de acordo com sua epidemiologia;
manifestacdes clinicas; resposta imune do hospedeiro; espécies do protozoario e do
vetor (Reithinger et al, 2007). S&o consideradas pela Organizagdo Mundial da Saude
uma das doencas tropicais de maior importancia para a saude publica, ocupando,
devido a sua forma visceral, o segundo lugar em mortalidade e quarto em morbidade
entre as infecgdes tropicais (Bern et al, 2008; Kedzierski, 2011; WHO | World Health

Organization).

1.1 Aspectos epidemioldgicos

As leishmanioses sdo endémicas em mais de 90 paises, 0s quais apresentam
uma estimativa de 0,2 a 0,4 milhdes de casos de Leishmaniose Visceral (LV) e 0,5 a
1,2 milhGes de casos de Leishmaniose Tegumentar (LT) por ano (Alvar et al, 2012).
A LT é amplamente distribuida no mundo e no Continente Americano, onde €
denominada Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Esta registra casos desde
o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com excecao do Chile e Uruguai
(SVS, 2010). Porém, uma maior concentracdo dos casos esta restrita a um pequeno
namero de paises, com cerca de 90% destes ocorrendo em partes do Afeganistao,
Argélia, Ird, Arabia Saudita, Siria, Brasil, Coldmbia, Peru e Bolivia (CDC, 2013). A
expansdo das leishmanioses e o aumento acentuado da prevaléncia estédo
relacionados a mudancas ambientais, devastacdo e migracdo de pessoas para

areas endémicas (Patz et al, 2000).

No Brasil ja foram descritos casos de LTA em todos os estados, sendo
diagnosticados 21.844 casos no ano de 2011. As regides Norte e Nordeste s&o as
regides mais endémicas, com um registro de 16.884 casos em 2011, representando
77,29%, e a regido Sudeste registrou 2.206 novos casos, correspondentes a
10,09%, sendo destes apenas 79 no Estado do Rio de Janeiro. No ano de 2012

foram registrados 24.383 casos no pais; a regido Sudeste registrou 1.493 casos
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(equivalente a 6,12%), com 52 registrados no Estado do Rio de Janeiro (SINAN,
2013).

A doenca € causada predominantemente por protozoarios da espécie
Leishmania (Viannia) braziliensis nas regiées do pais em que a LTA é endémica e
esta presente tanto em &reas de colonizacdo antigas quanto recentes (Jones et al,
1987; Grimaldi & McMahan-Pratt, 1991; SVS, 2010). Atualmente ja& foram
identificadas no Brasil, pelo menos, sete espécies patogénicas ao homem, sendo
seis do subgénero Viannia [L. (V.) braziliensis; L.(V.) guyanensis; L. (V.) lainsoni; L.
(V.) naiffi; L. (V.) lindenberg; e L. (V.) shawi] e uma do subgénero Leishmania [L. (L.)
amazonensis] (SVS, 2010). Com excec¢ao das espécies L. (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis, que apresentam ampla distribuicdo no territério nacional, as outras
espécies sdo encontradas em regides caracteristicas (Figura 1.1). E possivel
observar trés padrdes epidemiolégicos bem definidos no pais: um silvestre, no qual
a LTA é fundamentalmente uma zoonose de animais silvestres e o homem se insere
acidentalmente no ciclo ao entrar em contato com areas de vegetacao primaria; um
ocupacional e de lazer, que esta associado a devastacao e a exploracéo de florestas
para o desenvolvimento de atividades econémicas e turismo; e um perfil rural e
periurbano, relacionado a processos migratorios e aglomerados urbanos préximos a

matas secundarias ou residuais (SVS, 2010).

(V.) braziliensis

L:
L L. (V) lainsoni
M L. (V) naiffi
B L. (V) shawi
M L. (V) guyanensis
L. (L.) amazonensis
L.

M L. (V) lindenberg

Figura 1.1: Distribuicdo das espécies de Leishmania no territério brasileiro baseada em dados do ano
de 2005. Adaptado de SVS, 2010.

No Rio de Janeiro sédo descritos casos desde o inicio do século XX (Rabello,

1913) e, atualmente, a infeccdo exibe um perfil rural e periurbano de transmisséo,
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causada principalmente pela espécie L. (V.) braziliensis (De Oliveira-Neto et al,
2000; Cupolillo et al, 2003). Sdo encontrados focos da doenca principalmente em
regi6es dos municipios do Rio de Janeiro, Paraty, Mesquita, llha Grande, Paracambi
(dos Santos et al, 2005; Vieira-Goncalves et al, 2008; Rangel & Lainson, 2009; SVS,
2010).

1.2 Ciclo de vida do protozoario

Recentemente a Leishmania foi redefinida taxonomicamente, com base em
critérios de filogenia molecular, como pertencente ao reino Protista, supergrupo
Excavata, divisdo Euglenozoa, subdivisdo Kinetoplastea, Trypanosomatida e género
Leishmania (Rey, 2008). Sua morfologia varia de acordo com a fase do ciclo
biolégico e se apresenta sob duas formas evolutivas principais: amastigota e
promastigota (Rey, 2008). A divisdo nos subgéneros Viannia ou Leishmania foi
definida de acordo com a localizacdo em que se desenvolvem no intestino do

hospedeiro invertebrado (Lainson & Shaw, 1987).

O ciclo da Leishmania € heteroxeno, com participacdo de um hospedeiro
invertebrado e um hospedeiro vertebrado. Este dltimo inclui geralmente o homem;
animais domésticos, como cédes, gatos e equinos; e animais silvestres, como
marsupiais, roedores, preguicas, tamanduas (Lainson & Shaw, 1987; Aguilar et al,
1989; Da-Cruz & Pirmez, 2005). Os hospedeiros invertebrados, ou vetores, sao as
fémeas (hematofagas) de flebotomineos, pertencentes a Ordem Diptera, Familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, que podem ser do género Lutzomyia, no

Novo Mundo, ou do género Phlebotomus, no Velho Mundo (Sharma & Singh, 2008).

Apesar das mais de 500 espécies de flebotomineos ja identificadas, apenas
cerca de 40 espécies participam do ciclo da Leishmania como vetores, indicando
gue as espécies de Leishmania parecem ter preferéncia por espécies particulares de
flebotomineos (Grimaldi & Tesh, 1993; Rangel & Lainson, 2009). A L. (V.
braziliensis € transmitida por espécies diferentes de flebotomineos, principalmente
Lutzomyia intermedia, Lu. whitmani e Lu. wellcomei, e seus grandes reservatorios
potenciais sdo os animais domésticos (Killick-Kendrick, 1999; Miranda et al, 2002;
Rebélo et al, 2010).

O ciclo tem inicio quando fémeas de flebotomineos transmitem a forma

infectante de Leishmania (promastigota metaciclica) ao hospedeiro vertebrado
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durante o repasto sanguineo. As promastigotas, que sdo formas alongadas e com
flagelo livre, sdo entdo fagocitadas por macréfagos e células dendriticas (DC). No
interior destas células, se localizam em vacuolos parasitoforos, onde se diferenciam
em amastigotas (formas ovoides e com flagelo interiorizado) e se multiplicam por
divisdo binaria, levando a lise celular, quando sdo entdo liberadas, permitindo a
infeccdo de outras células. Quando um fleb6tomo realiza um repasto sanguineo em
um hospedeiro infectado, ingere, juntamente com o sangue, macréfagos com as
formas amastigotas em seu interior. Estas amastigotas se diferenciam em
promastigotas no intestino do hospedeiro invertebrado, se multiplicam por divisdo
binaria e passam por um processo de metaciclogénese, onde deixam de se
reproduzir e tornam-se infectantes. Nesta forma evolutiva as leishmanias perdem a
capacidade de adeséo ao epitélio do intestino e migram para a probéscida do inseto,
onde permanecem aptas a infectar um novo hospedeiro vertebrado, reiniciando seu
ciclo (Bafiuls et al, 2007; Sharma & Singh, 2008) (Figura 1.2).

Proliferacdo no intestino

y ™

/ Promastigotas\Q
Amastigotas @
@ \ Promastigotas

Metaciclicas
@M
O/‘\_/\
@/—\/\

Repasto sanguineo

4
! » Hospedeiro
Vetebrado
@ Fagocito
/ Mononuclear

Proliferacéo \ Vacuolo
/ parasitoforo
(s

Amastigota
intracelular

Figura 1.2: Ciclo de vida de Leishmania spp.. Adaptado de Kaye & Scott, 2011.



1.3 Formas clinicas da leishmaniose tegumentar Americana

A LTA apresenta uma variedade de manifestacbes clinicas, alteracdes
histopatologicas e imunolégicas que caracterizam as diferentes formas desta
doenca: leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose recidiva cutis (LR),
leishmaniose disseminada (Ldiss), leishmaniose cutadnea difusa (LCD) e
leishmaniose mucosa (LM) (Goto & Lauletta Lindoso, 2012). O amplo espectro de
formas e de gravidade da doenca sao reflexos da contribuicdo de diferentes fatores
de viruléncia do parasito e respostas do hospedeiro, alguns dos quais atuam em
uma maneira de proteger o hospedeiro, enquanto outros exacerbam a doenca
(Handman, 1999). Apesar de algumas manifestacdes clinicas serem mais
frequentemente associadas a uma determinada espécie ou subgénero, nenhuma é
Gnica para uma espécie. Além disso, uma parte substancial das infeccdoes €

assintomatica (forma subclinica) (WHO, 2010).

1.3.1 Leishmaniose Subclinica

Em areas endémicas de leishmaniose sdo observados individuos infectados
por Leishmania que ndo apresentam manifestacées clinicas aparentes, sendo
capazes de controlar a infecgcéo, dispensando assim o tratamento medicamentoso
(Follador et al, 2002; Bittar et al, 2007). Em areas endémicas de L. (V.) braziliensis,
aproximadamente 10% dos individuos possuem teste intradérmico positivo, mas
nenhuma histéria prévia de leishmaniose ou lesdes tipicas, caracterizando a forma

subclinica da leishmaniose (Follador et al, 2002).

1.3.2 Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL)

A LCL, comumente denominada apenas leishmaniose cutanea (LC), é a
forma mais prevalente e pode ser causada por todas as espécies dermotropicas de
Leishmania. E caracterizada por lesdes Unicas ou escassas (no maximo 10 lesdes)
ulceradas na pele, com bordas bem delimitadas com margens em relevo e fundo
granuloso, com frequente linfadenopatia e linfagite (De Oliveira-Neto et al, 2000;
Reithinger et al, 2007; Goto & Lauletta Lindoso, 2012). A doenca evolui de forma
cronica e geralmente a lesdo cicatriza apos a terapia, mas pode cicatrizar de forma

espontanea em alguns casos (Costa et al, 1990).
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As lesOes cicatrizadas sdo em geral lisas, finas e hipopigmentadas e a
ocorréncia de traumatismo na cicatriz pode conduzir a um ressurgimento da leséo
leishmaniotica, levando a reativacdo da infeccdo, provavelmente devido a
persisténcia do parasito apos o tratamento clinico (Schubach et al, 1998; Goto &
Lauletta Lindoso, 2012). A infec¢céo primaria pode ainda evoluir para a forma mucosa

mesmo apos a cura clinica em cerca de 2 a 5% dos casos (Marsden, 1990).

1.3.3 Leishmaniose Recidiva Cutis (LR)

Leishmaniose recidiva cutis (LR) € uma forma rara de leishmaniose cutanea,
com caracteristicas clinicas e evolugdo especificas. E mais prevalente no Velho
Mundo, onde é associada com a infeccdo por L. (L.) tropica, mas também foi
observado no Novo Mundo, associada com infecgéo por L. (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis (no Brasil) e L. (V.) panamensis (no Equador) (Bittencourt et al, 1993,
Calvopina et al, 2006). Ap6és um periodo variavel de tempo, a cicatriz clinicamente
curada de LC apresenta complicac6es pelo desenvolvimento periférico de placas
infiltradas e crostosas, mimetizando clinicamente e histologicamente lUpus vulgaris
(Landau et al, 1996; Mavilia et al, 2002). E considerada como uma forma hiperérgica
de leishmaniose cutanea devido aos pacientes apresentarem forte resposta ao teste
intradérmico com antigenos de Leishmania e uma reag¢do granulomatosa bem
organizada histologicamente, com parasitos escassos ou ausentes (Stefanidou et al,
2008). A persisténcia do parasita por muito tempo, mesmo ap0s a cura clinica, é
uma explicacdo plausivel para os casos de recorréncia de LR (Schubach et al, 1998;
Ghersetich et al, 1999).

1.3.4 Leishmaniose Disseminada (Ldiss)

A forma disseminada € uma rara manifestacdo da leishmaniose tegumentar
gue acomete cerca de 2% dos casos e é clinicamente caracterizada pela presenca
de mudltiplas les6es pleomoérficas em duas ou mais areas nao contiguas do corpo,
que sdo provavelmente causadas por disseminacdo linfatica ou hematogénica
(Costa et al, 1986; Turetz et al, 2002). As lesdes podem ser acneiformes, nodulares,
papulares e ulceradas e € observado acometimento da mucosa em quase 29% dos
casos (Turetz et al, 2002). Os pacientes apresentam inibicdo de mecanismos da

resposta imune celular, resultando em uma resposta negativa ao teste intradérmico
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com antigenos de Leishmania e aos testes de proliferagcéo linfocitaria, mas, apos a
terapia convencional, os pacientes exibem resposta imune celular devidamente
restaurada (Carvalho et al, 1994). No Brasil, esta manifestacdo é atribuida a
infeccdo por L. (V.) braziliensis, mas a associacdo com outras espécies ndo pode
ser excluida (Turetz et al, 2002).

1.3.5 Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD)

LCD é uma manifestacéo clinica grave e rara da leishmaniose cutanea. E
caracterizada pela presenca de multiplas lesdes nodulares nao-ulcerativas
difundidas por quase todo o corpo (Bryceson, 1969). Imunologicamente, parece
haver uma falha na resposta imune celular aos antigenos de Leishmania, levando ao
crescimento descontrolado do parasito (Convit et al, 1972). Deste modo, o0s
pacientes anérgicos apresentam uma evolucdo crbnica, teste diagndstico
intradérmico negativo devido a fraca resposta celular e resposta ineficaz ao
tratamento (Carvalho et al, 1994; Barral et al, 1995). Esta forma da doenca é
associada com a infeccdo por L. (L.) amazonensis e L. (L.) mexicana no Novo
Mundo e L. (L.) aethiopica no Velho Mundo (WHO, 2010).

1.3.6 Leishmaniose Mucosa (LM)

A LM pode apresentar acometimento unicamente mucoso, surgindo
geralmente meses ou anos apds uma lesdo cutanea inicial, ou ocorrer
simultaneamente com a LC, sendo usualmente denominada leishmaniose
mucocutanea. E uma forma mais grave, caracterizada por multiplas ou extensas
lesBes destrutivas na cavidade oral ou nasofaringea, podendo ainda afetar laringe e
traquéia, causando severa deformacdo facial e distarbios respiratérios (Marsden,
1986; Amato et al, 2003). Tal patogénese tem sido associada uma hiperatividade da
resposta imune celular mediada por linfocitos T, com uma forte e progressiva
resposta inflamatoria, levando ao dano tecidual (Carvalho et al, 1985). Os pacientes
de LM ndo curam espontaneamente e o tratamento € mais complicado do que na
LC, devido a maiores indices de falha terapéutica e co-infeccbes bacterianas serem
comuns (Marsden, 1986). L. (V.) braziliensis é a principal espécie responsavel pela

LM no Novo Mundo, embora casos por L. (L.) amazonensis, L. (V.) panamensis e L.
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(V.) guyanensis também serem descritos (Saravia et al, 1985; Marsden, 1986;
Santrich et al, 1990; Barral et al, 1991; Guerra et al, 2011).

1.4 Diagnostico e tratamento da leishmaniose tegumentar Americana

O diagnostico da leishmaniose é baseado em critérios que consideram dados
epidemiologicos, clinicos e laboratoriais. Os dados epidemioldgicos séo
evidentemente importantes no auxilio ao diagnéstico de individuos que residem em
area endémica, mas também sao importantes no auxilio ao diagnostico de viajantes
que ndo residem em é&rea endémica (El Hajj et al, 2004; Scarisbrick et al, 2006;
Lederman et al, 2008). O diagndstico clinico é realizado a partir das caracteristicas
clinicas (lesbGes leishmanidticas tipicas e localizacdo destas) apresentadas pelos
pacientes, como descrito no item 1.3. Entretanto, a confirmacéo do diagndstico por
meétodos laboratoriais € essencial e de extrema importancia, tendo em vista as
muitas doencas que fazem diagndstico diferencial com a LTA, como
paracoccidioidomicose, carcinoma epidermdide, carcinoma basocelular, linfomas,
rinofima, rinosporidiose, entomoftoromicose, hanseniase, sifilis terciaria, perfuracéao
septal, rinite alérgica, sinusite, sarcoidose, granulomatose de Wegner e outras
doencas mais raras (Reithinger et al, 2007; David & Craft, 2009; SVS, 2010).

O “padrao-ouro” de diagnéstico laboratorial para LTA ainda sdo os exames
parasitolégicos diretos e indiretos para demonstracdo do parasito (Herwaldt, 1999;
SVS, 2010). Os exames diretos constituem em escarificacdo e biopsia de lesao;
porém, a possibilidade de encontro do parasito € diminuida com o tempo de
evolugdo, ficando a sensibilidade destes testes entre 15 e 30% apenas,
principalmente devido aos frequentes casos cronicos e de LM (Schubach et al, 2001,
SVS, 2010). Os exames indiretos constituem em isolamento do parasito em cultivo in
vitro, onde fragmentos obtidos por bidpsia da lesdo sao cultivados em meios
apropriados (geralmente NNN ou LIT), e in vivo, onde o fragmento é triturado em
solugdo salina estéril e inoculado via intradérmica em hamster (Mesocricetus
auratus); porém, apesar de uma maior sensibilidade, este ultimo é pouco utilizado

devido a sua complexidade e custo mais elevado (SVS, 2010).

Testes imunologicos (teste intradérmico e testes sorologicos) também séo
comumente realizados. O teste intradérmico, denominado Intradermorreacdo de
Montenegro, € realizado rotineiramente e fundamenta-se na visualizacdo da

resposta de hipersensibilidade celular tardia. Neste, uma preparacdo de antigenos
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de Leishmania (a espécie utilizada varia em diferentes laboratorios e localidades) é
inoculada no antebraco do individuo com suspeita de leishmaniose e, apds 48-72h,
a reacdo é avaliada e considerada positiva quando a area de endurecimento for
igual ou maior do que 5 mm (SVS, 2010; Goto & Lindoso, 2010). Porém, este teste
nao diferencia se a infeccéo é atual ou antiga (pacientes com mais de 2 anos apés
cura clinica ainda apresentam teste positivo), podendo também ser positivos em
individuos moradores de areas endémicas (Shaw & Lainson, 1975; Reed, 1996;
Sassi et al, 1999; Follador et al, 2002); além de apresentar diferencas de
positividade entre as diferentes formas clinicas. Os testes soroldgicos detectam
anticorpos anti-Leishmania circulantes no soro dos pacientes e sdo realizados pelas
técnicas de imunofluorescéncia indireta (IFI) ou ensaio imunoenzimatico (ELISA). A
sensibilidade destes testes também varia de acordo com a forma clinica (Guimaraes
et al, 1989, 1990) e com a espécie de Leishmania responséavel pela infeccao
(Romero et al, 2005; Barroso-Freitas et al, 2009).

Desta forma, devido a variabilidade de sensibilidade e falta de métodos
devidamente padronizados, individuos com diagndstico clinico sugestivo de LTA e
com teste de Montenegro positivo sdo normalmente submetidos ao tratamento
medicamentoso, mesmo sem a confirmacgdo parasitoloégica (SVS, 2010). Assim,
existe a necessidade do emprego de métodos diagnosticos mais eficazes, e muitos
estudos vem sugerindo a utilizacdo de métodos moleculares para este fim, pois sao
altamente especificos, sensiveis e rapidos, porém sua alta complexidade e custo
elevado impedem sua utilizacao rotineira (Pirmez et al, 1999; de Oliveira et al, 2003;
Schonian et al, 2003; Garcia et al, 2004; Marques et al, 2006; Gomes et al, 2008;
Luz et al, 2009). Atualmente, existem varios alvos e diferentes métodos moleculares
para a deteccdo de Leishmania e distincdo das diferentes espécies, e os métodos
mais utilizados sdo os baseados em reacdo em cadeia da polimerase (PCR). No
entanto, os protocolos de PCR precisam ser padronizados e otimizados para 0 uso
em diferentes centros, a fim de se obter resultados comparaveis e confiaveis (Goto &
Lindoso, 2010).

Em relacdo ao tratamento da LTA, as drogas de primeira escolha sdo os
antimoniais pentavalentes (Sb*™), administrados por via intramuscular ou
intravenosa. O antimonial trivalente era usado inicialmente, introduzido no Brasil em
1912 por Gaspar Vianna e, desde 1945, os antimoniais pentavalentes passaram a
ser utilizados para o tratamento das leishmanioses (Lima et al, 2007). Dois tipos de

27



antimoniais pentavalentes podem ser utilizados: o antimoniato de N-metilglucamina
e o estibogluconato de sodio; mas este ultimo ndo é comercializado no Brasil, sendo
utilizado somente o antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime ® Rhodia) (SVS,
2010). A dose recomendada varia de 10 a 20 mg Sb**/kg/dia por um periodo minimo
de 20 dias (Berman, 1988; Herwaldt & Berman, 1992; SVS, 2010); mas estudos tém
sido realizados na tentativa de diminuir a dose administrada devido o medicamento
causar muitos efeitos colaterais (Oliveira-Neto et al, 1997, 2000; de Oliveira-Neto &
Mattos, 2006a, 2006b). Os principais efeitos colaterais causados pelos antimoniais
pentavalentes sao: mialgias e artralgias, distirbios gastrointestinais, dores de
cabeca, anorexia, fadiga, febre, reacdes cutaneas, alteracbes comportamentais e
alteracdes cardiovasculares, hepaticas, respiratérias e neuroldgicas (Oliveira et al,
2011). Ainda, existe o problema de resisténcia a estes farmacos, que vem
aumentando cada vez mais como resultado de décadas de uso, e em algumas areas
endémicas sua administracdo ja € limitada devido a falta de eficacia (Kedzierski,
2011). Por isso, outras classes de medicamentos sdo empregadas no tratamento de
segunda escolha: como anfotericina B, pentamidinas e miltefosina (Machado et al,
2010; SVS, 2010). Em outros paises, sao utilizadas ainda outras drogas alternativas,
como paromomicina, sitamaquina e azois (Sundar & Chakravarty, 2013). Entretanto,
geralmente os farmacos de segunda escolha sdo mais téxicos e geram efeitos

secundarios mais graves (Kedzierski et al, 2009).

O tratamento com antimonial pentavalente é eficaz na maioria dos casos, mas
esta eficacia varia de acordo com a forma clinica da leishmaniose e a espécie do
parasito (Grogl et al, 1992; Romero et al, 2001). Na LTA, a cura é considerada com
a cicatrizacdo das lesdes, que é caracterizada pela total reconstituicdo do epitélio
lesionado e auséncia de hiperemia ou edema (Morgado et al, 2010). E sabido que
esta cura pode ocorrer somente sob o ponto de vista clinico, pois a persisténcia
parasitaria ja foi observada mesmo anos apos a cicatrizagdo da lesdo (Schubach et
al, 1998; Mendonca et al, 2004).

1.5 Imunopatogenia da leishmaniose tegumentar Americana

A resposta imune desencadeada na LTA se caracteriza por uma reacdo de
hipersensibilidade tardia, que se inicia com o reconhecimento do patégeno, gerando
inicialmente uma resposta imune inata e indugcdo da produgcdo de citocinas

pro-inflamatoérias e moléculas co-estimulatérias (Carrada et al, 2007; Schnorr et al,
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2012). Assim, apos a infec¢do por Leishmania, a acdo coordenada de células de
imunidade inata e adaptativa serd determinante para o desenvolvimento de uma

resposta imune protetora.

Diferentes tipos celulares da resposta imune inata interagem com moléculas
do parasito (denominadas “PAMPs” — padrdes moleculares associados a patégenos)
através dos receptores do tipo Toll (TLRs). Estudos vém demonstrando a
importancia de TLRs especificos na infeccdo por Leishmania, como TLR2 (De Veer
et al, 2003; Becker et al, 2003), TLR3 (Flandin et al, 2006), TLR4 (Kropf et al, 20044,
2004b; Ribeiro-Gomes et al, 2007) e TLR9 (Li et al, 2004). Estas interacdes
fornecem estimulos necessarios para ativar a transcricdo de genes nas células do
sistema inato que sdo responsaveis pela producdo de citocinas pré-inflamatérias e
moléculas co-estimulatorias (Barton & Medzhitov, 2003). Os neutréfilos possuem um
papel importante nos momentos mais iniciais da infeccdo e sdo constantemente
recrutados para o sitio de inoculagdo dos parasitos, onde atuam na tentativa de
impedir a sobrevivéncia destes, através de mecanismos oxidantes e dependentes de
proteases, e ao interagir com mondcitos, DC e linfocitos T e B, direcionando as
respostas inflamatdrias envolvidas na defesa do hospedeiro e na reparacao tecidual
(Faurschou & Borregaard, 2003; de Moura et al, 2005; Nathan, 2006; Nauseef,
2007). Podem ter papel tanto direto na morte de Leishmania, quanto indireto, através
de mecanismos dependentes de TNF e superdéxido que induzem macréfagos a
eliminarem promastigotas fagocitadas (Novais et al, 2009). Ainda, a fagocitose de
neutréfilos necréticos por macréfagos induz a ativacdo destes, através da producéo
de mediadores pro-inflamatorios (Savill, 2000; Afonso et al, 2008). No entanto, a
cooperacao entre macréfagos e neutrofilos pode contribuir para a susceptibilidade,
uma vez que a fagocitose de neutrofilos apoptdticos gera mediadores anti-
inflamatorios (como TGF-B e PGE2), que inibem a ativagdo macrofagica; como visto
em modelos de infeccao por L. (L.) amazonensis (Voll et al, 1997; Fadok et al, 1998;
Afonso et al, 2008).

Embora amastigotas possam ser rapidamente encontradas no interior de
neutréfilos apos a infeccdo, no interior de fagocitos mononucleares a Leishmania
encontra um ambiente mais adequado para sua replicacdo e sobrevivéncia a longo
prazo. DC e macrofagos dérmicos residentes apresentam amastigotas em seu
interior poucas horas apoés a infeccao e, apos 24 horas, os macrofagos passam a ser
a populacdo dominantemente infectada (Ng et al, 2008; Peters et al, 2008). Os
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macrofagos sdo as células mais importantes do sistema inato na infeccdo por
Leishmania, por desempenharem um papel triplo: como células hospedeiras, como
células apresentadoras de antigenos (APC) e como células efetoras (Bogdan &
Rollinghoff, 1999). Os macréfagos ativados classicamente secretam IL-2 e produzem
espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), capazes de eliminar os
parasitos de forma eficaz; porém, em condi¢des alternativas ou desfavoraveis, os
macrofagos ativados preferencialmente ativam a via da arginase para produzir
poliaminas, favorecendo assim a replicagdo do parasito (Iniesta et al, 2001; Noél et
al, 2004; Kreider et al, 2007). Os macrofagos infectados atuam ainda como APC e
apresentam o peptideo (antigeno processado) ao receptor de células T (TCR) dos
linfocitos ThO CD4" através do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
classe II. O TCR reconhece o complexo peptideo-MHC 1l e, simultaneamente,
moléculas co-estimulatérias, como B7-1/B7-2, ICAM-1 e LFA-3, no macréfago sao
reconhecidas por seus receptores (CD28, LFA-1 e CD2, respectivamente) na
superficie dos linfécitos, promovendo entédo a ativacdo destes (Reithinger et al, 2007;
Ruiz & Becker, 2007; Kaye & Scott, 2011)

A presenca de citocinas € fundamental para os processos de ativacdo e
controle da disseminacao parasitéria e estas sao inicialmente produzidas por células
do sistema imune inato. No entanto, ap0s esta resposta inicial inespecifica, uma
resposta imune adquirida, especifica aos antigenos de Leishmania, determina o
curso da infeccéo (Bogdan & Rollinghoff, 1999; Silveira et al, 2009).

O desenvolvimento da lesdo e a evolugdo da doenca sdo determinados pela
natureza e magnitude da resposta imune mediada por linfocitos T. A atividade
efetora mdtua e a cooperacgéo entre os linfécitos T CD4" e T CD8" parecem definir o
curso da doenca, responsavel pela imunopatogenia da LTA (Castés & Tapia, 1998).
ApOs serem ativados, os linfocitos T CD4" passam a ser responsaveis por orquestrar
e direcionar a resposta imune adaptativa. Em infec¢cbes por Leishmania €
evidenciado um perfil misto de producéo de citocinas, estando uma resposta do tipo
1 (com producéo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-2 e IFN-y) associada a um
bom progndstico e evolugdo para a cura, enquanto uma resposta do tipo 2 (com
producdo de citocinas anti-inflamatoérias, como IL-4, IL-5 e IL-10) € relacionada a
uma anergia celular e progressdo da doenca (Scott, 1991; Pirmez et al, 1993;
Coutinho et al, 1996; Santiago et al, 2000; Da-Cruz et al, 2002).
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Enquanto os perfis de producéo de citocinas vém sendo mais bem definidos e
estudados, o papel da citotoxicidade na leishmaniose ainda néo foi elucidado, e tem
sido associado tanto a defesa do organismo como a destruicdo tecidual (Brodskyn et
al, 1997; Machado et al, 2002; Faria et al, 2009; Santos et al, 2013). A citotoxicidade
€ um mecanismo efetor exercido por linfocitos T CD8" e T CD4", células natural killer
(NK) e natural killer T (NKT) (Ruiz & Becker, 2007). Estas células citotdxicas, quando
ativadas, passam a exercer suas funcdes citotoxicas através de dois mecanismos
principais: pela exocitose de granulos liticos (granulo-dependente); e pela expressao
de FasL (CD95L), que induz a trimerizacdo do receptor Fas (CD95) nas células-alvo;
ambos 0os mecanismos necessitam de contato célula-célula e induzem a apoptose
nas células-alvo através da ativacdo de caspases (Trapani & Smyth, 2002). Ainda,
TNF e TRAIL também s&o capazes de induzir a apoptose através de mecanismos

semelhantes aos de FasL, porém com menor eficiéncia (Orange & Ballas, 2006).

Embora os linfocitos T CD8", T CD4", células NK e NKT exercam atividade
citotoxica comum, os mecanismos de reconhecimento séo diferentes. Os linfécitos T
CD8" e CD4" citotoxicos e as células NKT induzem apoptose da célula-alvo apds o
reconhecimento antigénico especifico, através do MHC classe |, classe Il e CD1d,
respectivamente. Ja as células NK sdo ativadas e destroem células-alvo através de
mecanismos independentes de apresentacdo antigénica especifica (Chavez-Galan
et al, 2009).

1.5.1 Linfécitos T CD8*

Os linfocitos T CD8" reconhecem, através de seu TCR, os peptideos que s&o
apresentados no contexto MHC classe |. Geralmente estes peptideos sao de origem
enddgena, entretanto também pode ocorrer por esta via a apresentacdo de
peptideos exogenos através de um mecanismo de “apresentacdo cruzada”, como
observado com antigenos de Leishmania (Bertholet et al, 2006). Apds a ativacdo, 0s
linfécitos T CD8" se diferenciam em células efetoras e adquirem a capacidade
citotéxica e de producdo de citocinas, principalmente IFN-y, TNF-a e IL-2, mas
também IL-4, IL-5, IL-10, IL-17 e TGF-B (Kaech et al, 2002; Ruiz & Becker, 2007;
Jordan & Hunter, 2010). Além destas funcdes, estudos recentes tém descrito um
papel regulador destes linfocitos, possivelmente induzido por uma potente
estimulacdo do TCR, que promove a producdo de IL-10. Estes linfécitos ainda

produzem niveis elevados de IFN-y e TNF e sao altamente capazes de destruirem
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as células-alvo (Sun et al, 2009; Palmer et al, 2010; Trandem et al, 2011; Zhang &
Bevan, 2011). Estes linfocitos T CD8" regulatérios também foram observados em
pacientes infectados por L. (V.) guyanensis, porém o papel destes na resposta

imune contra parasitos ainda € desconhecido (Bourreau et al, 2007).

Os linfocitos T CD8" participam ativamente na resposta imune na
leishmaniose, e suas funcdes citotoxicas e de producdo de citocinas tém sido
associadas a cura da doenga, principalmente em estudos de infec¢cdo por
L. (V.) braziliensis (Da-Cruz et al, 1994, 2002, 2005; Coutinho et al, 1998; Bittar et al,
2007). Neste contexto, tem sido demonstrado um menor percentual de linfécitos T
CD8" durante a fase ativa da infeccéo, e este se restabelece durante o processo de
cura (Da-Cruz et al, 2002; Ferraz, 2011). Ainda, um maior percentual de linfécitos T
CD8" apoptoticos foi observado em lesdes de pacientes na fase ativa da doenca
qgquando comparados a pacientes que curaram espontaneamente (Bertho et al,
2000). Seu papel protetor também tem sido demonstrado em relacdo a sua atividade
citotoxica em infeccbes por L. (L.) amazonensis e L. (L.) major, em que estes
linfécitos possuem a capacidade de lisar macréfagos autdlogos infectados (Da
Conceigao-Silva et al, 1994; Russo et al, 1999; Bousoffara et al, 2004). Ainda, foi
evidenciado que linfécitos T CD8" de pacientes com LCD apresentam uma
significante reducdo da capacidade citotoxica e da producdo de citocinas frente
macréfagos autdlogos infectados por L. (L.) mexicana, quando comparados com
pacientes de LC (Hernandez-Ruiz et al, 2010).

Apesar do papel citotoxico de linfécitos T CD8" ser constantemente
relacionado a cura, alguns estudos indicam um papel antagbnico, associando suas
funcdes ao dano tecidual e exacerbacdo da doenga. A presenca de linfocitos T CD8"
e células NK com forte expressdo de TIA-1 (uma molécula associada com
citotoxicidade) foi observada em lesdes de pacientes de LC, sugerindo a
participacédo destas células na patogenia da doenca, podendo ser tanto na tentativa
de eliminar o parasito, quanto estar contribuindo para o desenvolvimento da leséo
(Machado et al, 2002). Linfocitos T CD8" de pacientes de LC em estagio tardio
apresentam maior expressao de granzima A que pacientes em estagio inicial, e esta
expressdo foi positivamente correlacionada com a intensidade do infiltrado
inflamatoério nos pacientes em estagio tardio, mas ndo nos pacientes em estagio
inicial, sugerindo que ha um recrutamento de linfécitos T CD8* com perfil citotdxico
para a lesdo, que é associado com a progressdo da infeccdo (Faria et al, 2009). A
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associacdo da acado citotoxica com o dano tecidual também foi observada em
pacientes de LM (Brodskyn et al, 1997). Neste contexto, os linfécitos T CD8"
parecem desempenhar papéis distintos em diferentes fases da leishmaniose e nas
diferentes formas clinicas, sendo necessarios mais estudos no intuito de desvendar
os fatores que determinam quando esta resposta € protetora e quando contribui para

a manutencao da infecgéao.

1.5.2 Células natural killer (NK)

As células NK sdo um subtipo de linfocitos granulares caracterizados pela
perda de expressdo de CD3 e estdo envolvidas na resposta imune em Varios tipos
de tumores e infec¢des por patdgenos, limitando sua propagacao e o dano tecidual
subsequente (Cooper et al, 2001). Sdo importantes componentes da resposta imune
inata, mas interagem com a resposta imune adaptativa (Moretta et al, 2002). Suas
funcdes sao reguladas pela integracdo de sinais de receptores de ativacdo e
receptores inibitérios que reconhecem ligantes na superficie de células-alvo
potenciais. A regulacdo positiva de ligantes para receptores de ativacdo na NK (por
exemplo, NKG2D) ou a regulacédo negativa de ligantes para receptores de inibicédo
(por exemplo, CD94-NKG2A) ja sdo estimulos relevantes para a ativacao destas
células (Lanier, 2008; Yokoyama, 2008a, 2008b). Muitos dos receptores inibitérios
expressos pelas células NK, como os KIR (Killer Immunoglobulin-like Receptors),
reconhecem moléculas de MHC classe |. Deste modo, a auséncia ou alteracdo da
expressdo de MHC classe |, geralmente observadas em células infectadas, impede
a ligacdo do sinal inibitorio, resultando na ativacdo das células NK (Lanier, 2001,
2008; Held et al, 2011).

Depois de ativadas, as células NK adquirem a capacidade de exercer suas
funcdes efetoras: 1) Producédo de citocinas e quimiocinas, principalmente IFN-y e
TNF, que contribuem para o desenvolvimento de uma resposta tipo 1 e ativacao de
macréfagos para execucdo de mecanismos antimicrobicidas (Bogdan, 2001; Laouar
et al, 2005); mas também sé&o capazes de produzir GM-CSF, IL-5, IL-13, MIP-1 e
RANTES (Loza et al, 2002; Robertson, 2002; Dorner et al, 2004). Ainda, células NK
adquirem capacidade de produzir IL-10 durante infeccdes sistémicas, atuando como
reguladores da resposta imune através da inibicdo de IL-12, como demonstrado em
modelo experimental de infec¢cdo por L. (L.) donovani (agente etiolégico da LV)

(Maroof et al, 2008); 2) Expressdo de ligantes co-estimulatérios (como CD40L e
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OX40L) para linfocitos T ou B, fazendo uma ligacdo entre a imunidade inata e
adaptativa. As APC estimulam células NK, que, por sua vez, fornecem sinais co-
estimulatérios para os linfécitos (Blanca et al, 2001; Zingoni et al, 2004); 3)
Mecanismos de citoxicidade, dos quais o principal € via exocitose de granulos;
sendo também capazes de realizar lise de células-alvo via FasL, TNF ou TRAIL,
porém com menor eficiéncia e mais lentamente (Orange & Ballas, 2006). Além
destes mecanismos de citotoxicidade ja citados anteriormente, as células NK
possuem ainda a capacidade de lisar diretamente células revestidas por anticorpos,
através de um mecanismo denominado citotoxicidade anticorpo-dependente (ADCC
— Antibody-dependent cell cytotoxicity), por meio da ativacdo do receptor CD16
(Chan et al, 2012).

Fenotipicamente, as células NK séo definidas por sua expressao de CD56 e
CD16 e auséncia de CD3 (Robertson & Ritz, 1990). As subpopulacées de células
NK mostram importantes diferencas em relagdo ao potencial citotdéxico e a
capacidade de producdo e resposta a citocinas, podendo ser diferenciadas com
base na expressdo de CD16 e de CD56. A maioria das células NK sanguineas
humanas (cerca de 90%) exibem baixa expressdo de CD56 (CD56%™M) e alta
expressdo de CD16 (CD16""™): enquanto cerca de 10% das células NK apresentam
alta expressdo de CD56 (CD56"9™) e uma baixa expressdo de CD16 (CD16°™) ou
ainda sdo CD56™" e CD16 negativas (CD167). Os primeiros estudos funcionais
revelaram que células CD56%™ em repouso sdo os subtipos mais citotdxicos,
enquanto as células CD56"" sdo mais potentes produtores de citocinas e menos
citotdxicos (Lanier et al, 1986; Cooper et al, 2001). Esta diferenca de funcionalidade
entre os subtipos de células NK estimularam estudos neste enfoque, e estes vém
mostrando outras diferencas fenotipicas e funcionais significativas. As duas
principais familias de receptores que reconhecem MHC | sdo diferentemente
distribuidas entre os subtipos: células NK CD56%™ expressam elevados niveis de
KIRs e baixos niveis de CD94-NKG2, enquanto as CD56"" exibem o oposto
(Inngjerdingen et al, 2011). Os subtipos diferem também quanto a localizagéo
tecidual, o que certamente reflete nas suas fung¢des in vivo. Como ja citado, a grande
maioria das células NK sanguineas sdo CD56%™ entretanto as células NK
sanguineas CD56"" expressam importantes moléculas de homing para o0s
linfonodos, como CCR7, CXCR3 e CD62L (Campbell et al, 2001; Cooper et al,
2001). De acordo com estes achados, foi mostrado que as células NK CD56""9" s&o

a principal populacdo de células NK nos linfonodos, assim como nas tonsilas,
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pulmdes, mucosas e Utero (Ferlazzo et al, 2004). Ainda, as células NK CD56""9" s3o0
as responsaveis pela ADCC, devido a sua alta expressao de CD16 (Inngjerdingen et
al, 2011).

Muitos estudos apontam para um papel protetor das células NK na
leishmaniose tegumentar. Células NK de individuos curados ou individuos sadios
moradores de area endémica sdo capazes de uma proliferacdo mais acentuada
apos estimulacéo in vitro com antigenos de Leishmania quando comparados com
pacientes com LC ativa (Maasho et al, 1998). Outros experimentos in vitro
demonstram a importancia das células NK devido a sua acéo citotoxica, lisando
macréfagos infectados e induzindo a morte de promastigotas extracelulares; e de
producéo de citocinas, direcionando a resposta imune para um perfil Thl e ativando
macréfagos (Resnick et al, 1988; Scharton & Scott, 1993; Laskay et al, 1995;
Diefenbach et al, 1998; Stenger et al, 1998; Aranha et al, 2005; Bajénoff et al, 2006;
Lieke et al, 2011). Foi possivel detectar a atividade citotoxica e de producdo de
IFN-y das células NK em linfonodos periféricos logo no primeiro dia de infec¢do por
L. (L.) major em modelos experimentais de LC com cura espontanea (Bajénoff et al,
2006). Entretanto, alguns estudos sugerem que o papel citotdxico das células NK na
leishmaniose tegumentar ndo seja protetor, contribuindo para a progressao da lesado
leishmanio6tica (Brodskyn et al, 1997; Machado et al, 2002).

A reunido dos conceitos expostos acima elucida que as células NK sé&o
componentes importantes na resposta imune contra patdgenos intracelulares, como
a Leishmania, seja por sua acgao citotéxica, induzindo a morte de células infectadas
pela liberacdo de granulos citotoxicos; pela producdo de citocinas; ou por suas
funcbes regulatérias, interagindo com DC, macrofagos, células T e células
endoteliais, podendo, assim, modular respostas imunes (Vivier et al, 2008; Krebs et
al, 2009; Prajeeth et al, 2011)

1.5.3 Células natural killer T (NKT)

As células NKT sdo subtipos de linfécitos que expressam receptores de
superficie caracteristicos de linfocitos T (CD3) e de células NK (CD56 e CD16),
promovendo uma interacdo entre o0 sistema imune inato e adaptativo. Apesar de
apresentarem TCR, como os linfocitos T convencionais, nas células NKT estes
receptores interagem com uma variedade limitada de antigenos, similarmente aos

receptores de padr6es moleculares associados a patdégenos (PAMPS) da imunidade
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inata. Estes antigenos s@o de natureza lipidica ou glicolipidica e sdo apresentados
exclusivamente pela glicoproteina CD1d, uma molécula semelhante ao MHC |, as
células NKT. A CD1d é expressa predominantemente por células hematopoiéticas e
mais abundantes nas APC, timdcitos CD4'CD8" (duplo-positivos) e linfocitos B de
zona marginal (Bendelac et al, 1995; Taniguchi et al, 2003; Brigl & Brenner, 2004,
Godfrey et al, 2004; Kronenberg, 2005; Bendelac et al, 2007; Van Kaer, 2007). A
maioria das células NKT é denominada tipo | ou invariante (iNKT) e expressam um
TCR semi-invariante composto das cadeias Va24Ja18 e VB11 (Porcelli et al, 1993;
Dellabona et al, 1994; Lantz & Bendelac, 1994; Godfrey et al, 2004); o outro subtipo,
denominadas tipo Il ou variantes (VNKT), expressam TCR mais diversos e
frequentemente possuem funcéo oposta ou regulatdria as células INKT (Arrenberg et
al, 2009). O termo “invariante” para definir o principal subtipo de célula NKT nao é
adequado, visto que seu TCR exibe um alto grau de variabilidade no loop do CDR3
(Lantz & Bendelac, 1994; Matsuda et al, 2001; Gapin, 2010). Outro parametro que &
comumente utilizado para definir as células INKT é sua habilidade de reconhecer e
ser fortemente ativada por a-galactosilceramida (aGalCer) (Godfrey et al, 2004), que
€ um glicolipideo com potentes efeitos anti-tumorais em camundongos (Kawano et
al, 1997). As células VNKT também sdo restritas a apresentacdo antigénica por
CD1d, porém nado possuem TCR semi-invariante e ndo sdo capazes de reconhecer
aGalCer (Godfrey et al, 2004; Rhost et al, 2012). Este tipo celular expressa um
repertério de TCR mais diverso, que €& pouco conhecido e reconhecem uma
variedade de antigenos hidrofébicos, incluindo sulfatide, lisofosfatidilcolina e
pequenas moléculas aromaticas (ndo-lipidicas), que ndo sdo geralmente
considerados como sendo agonistas para as células iINKT (Jahng et al, 2004; Van
Rhijn et al, 2004; Chang et al, 2008; Arrenberg et al, 2010; Godfrey et al, 2010a).

Funcionalmente, as células NKT se assemelham mais as células do sistema
imune inato por exercerem suas funcdes efetoras rapidamente apds ativacéo; por
serem incapazes de desenvolver memdria imunoldgica; e por apresentarem
tendéncia a autorreatividade (Van Kaer et al, 2011). Apesar de as células NKT
serem capazes de exercer funcdes citotoxicas (expressam perforina e FasL), estas
sdo mais conhecidas por sua potente capacidade de producao de citocinas variadas
(tanto do tipo Thl quanto Th2), desempenhando principalmente papel regulador em
uma ampla gama de respostas imunes (Godfrey & Kronenberg, 2004; Godfrey et al,
2004; Bendelac et al, 2007). As células NKT humanas podem ser CD4", CD8" ou

duplo-negativas (DN), apesar de se desenvolverem independente de sinalizacdo de
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MHC 1 ou Il. Diferencas funcionais tém sido observadas entre estes subtipos e
existem evidéncias de que a molécula CD4 é a responséavel por estas diferencas
(Gumperz et al, 2002; Lee et al, 2002; Chen et al, 2007; Thedrez et al, 2007; Godfrey
et al, 2010b). As células NKT CD4" produzem maiores niveis de IL-4, IL-13, GM-CSF
e IL-2 do que as células NKT que ndo expressam CD4, enquanto a producao de
TNF e IFN-y é elevada em todos os subtipos. As células NKT CD8" exibem atividade
citotbxica mais potente do que as células NKT DN e CD4, respectivamente
(Gumperz et al, 2002; Lee et al, 2002; O'Reilly et al, 2011).

As células NKT estdo envolvidas em processos imunoldgicos em diversas
doencas, como cancer e doencgas auto-imunes, rejeicdo a transplantes e imunidade
contra agentes infecciosos, como a Leishmania (Bendelac et al, 2007). A
L. (L.) major parece ser capaz de inibir a expressdo de CD1d nas DC, diminuindo a
ativagcdo de células NKT (Donovan et al, 2007). Ainda assim, estas células tém sido
associadas a um papel crucial nos estagios iniciais da resposta imune protetora e no
direcionamento para um perfil de resposta Thl ou Th2 em infec¢des por L. (L.) major
(Ishikawa et al, 2000; Wiethe et al, 2008). Entretanto, os estudos sobre a atividade
das células NKT na LTA sdo extremamente escassos, sendo a grande maioria em

relacdo a LV.

1.5.4 Linfécitos T CD4" citotoxicos

Os linfocitos T CD4" sdo ativados apds o reconhecimento de peptideos
apresentados pelo MHC Il em conjunto com sinais co-estimulatorios, e passam a
orquestrar a resposta imune adaptativa. Seu papel na inducdo e na manutencéo
desta resposta € considerado indireto, comandando a resposta de linfocitos B, a
ativacdo macrofagica, a geracéo de linfocitos T CD4" de memoria e CD8" efetores, e
regulando as respostas inflamatorias (Zhu & Paul, 2008). Normalmente séo divididos
em subtipos com base no perfil de citocinas produzidas e fatores de transcricao
envolvidos, induzindo assim respostas especificas: Thl secretam principalmente
IFN-y e sao importantes contra infecgbes causadas por patdégenos intracelulares;
Th2 secretam principalmente IL-4 e IL-5 e fornecem protecdo contra patégenos
extracelulares; Th17 secretam principalmente IL-17 e sdo importantes em infec¢des
fungicas, na regulacdo da inflamacdo durante infec¢cbes e na autoimunidade;
T reguladoras (Treg) secretam IL-10 e TGF- e atuam na tolerancia periférica e na

regulacéo de respostas apoés infeccdes; e T foliculares (Tfh) secretam principalmente
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IL-21 e sdo especializadas em interagir com as células B (Weaver et al, 2006; Zhu &
Paul, 2008; Ma et al, 2012) (Figura 1.3). Entretanto, em adicdo a estas funcdes
auxiliares, os linfocitos T CD4" sdo capazes de exercerem papel citotdxico, com a
habilidade de matar diretamente células infectadas ou alteradas (Brown, 2010)
(Figura 1.3).

Thl

@ IFN-y, TNEF, perforina, granzima B
A Th2

3 IL-4, IL-5, IL-13
4 \\,A

ThO Th17
IL-6, TGF-8,1L-23 /4
o > ({80 )17, 1021, 122

Treg

IL-10, TGF-B

IL-2,IL-15, ?

IL-10, IL-21

Granzima B, perforina

o

Figura 1.3: Diferenciacdo dos subtipos efetores de linfocitos T CD4" (Th). Os subtipos efetores s&o
classificados pelo fator de transcricdo dominante e pelo milieu de citocinas produzidas. Adaptado de
Marshall & Swain, 2011.

Apesar do papel citotdxico dos linfocitos T CD4" vir sendo observado ha mais
de trés décadas tanto em humanos quanto em camundongos, tais relatos eram
isolados e geralmente associados a longos periodos de cultura, tendo sido
considerado por alguns autores como artefato (Wagner et al, 1977; Feighery &
Stastny, 1979; Fleischer, 1984; Tite & Janeway, 1984; Lukacher et al, 1985;
Maimone et al, 1986).

Os linfocitos T CD4" citotoxicos (ThCTL) exercem sua fungdo citotoxica
efetora principalmente através da exocitose de granulos, mas também sdo capazes
de induzir a morte das células-alvo através de FasL (Williams & Engelhard, 1996;
Namekawa et al, 1998; Echchakir et al, 2000; Yasukawa et al, 2000; Norris et al,
2001). Podem ainda produzir citocinas com perfil Thl, como IFN-y, principalmente,
TNF e IL-2 (Gagnon et al, 1999; Appay et al, 2002; Brien et al, 2008). Entretanto,
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apesar de compartilharem esta caracteristica com os linfécitos Thl, uma condi¢ao
polarizada por citocinas com este perfil ndo € ideal para a geracdo de ThCTL, sendo
melhores induzidos na presenca de IL-2, IL-12 e IL-15 (Brown et al, 2009; Marshall &
Swain, 2011)

A maioria dos estudos identificando os linfécitos ThCTL tem sido nas
infeccbes virais, sendo relatados no sangue periférico de pacientes com
citomegalovirus, Epstein Barr virus, hepatites, HIV, dengue e, mais recentemente,
influenza, indicando que estas células estao presentes tanto em infecgdes crbnicas
quanto agudas (Gagnon et al, 1999; van Leeuwen et al, 2004; Zaunders et al, 2004,
Aslan et al, 2006; Casazza et al, 2006; Haigh et al, 2008). Foram também descritos
em tumores e em infecgcbes por Cryptococcus neoformans e Mycobacterium
tuberculosis (Canaday et al, 2001; Zheng et al, 2007; Klucar et al, 2008; Quezada et
al, 2010; Xie et al, 2010). Entretanto, muito pouco € conhecido sobre o papel dos
linfécitos ThCTL nas infecgdes ndo-virais e os fatores que levam a geracao desta
populacao.

O principal mecanismo citotéxico efetor das populacdes celulares citotoxicas
mencionadas (linfécitos T CD8" e ThCTL, células NK e NKT) é através da exocitose
de granulos. Por esta via, ap0s a ativacao das células citotoxicas se inicia uma
cascata de sinalizacdo intracelular que rapidamente direciona o0s granulos
secretorios dispersos no citoplasma para o sitio da sinapse imunolégica formada
com a célula-alvo e liberam seu conteudo toxico (Faroudi et al, 2003; Lopez et al,
2012). Estes granulos secretérios possuem um denso nucleo onde séao
armazenadas proteinas que, cooperativamente, causam a morte da célula-alvo.
Destas, as principais sdo perforinas e granzimas, mas também estdo presentes

granulisina e catepsinas (Page et al, 1998; Balaji et al, 2002).

A perforina & encontrada dentro dos granulos como um mondmero soluvel e é
liberada pela degranulacéo da célula citotoxica na sinapse imunoldgica formada com
a célula-alvo (Peters et al, 1991). Apos liberada, ela se ancora na membrana externa
da célula-alvo e inicia a polimerizacédo na presenca de célcio (Ca®") para formar
poros transmembrana na célula-alvo com diametro interno de 5 a 20 nm (Sauer et al,
1991; Liu et al, 1995; Voskoboinik et al, 2005). Os poros formados pela perforina
podem servir como condutores passivos de granzimas e granulisinas através da

membrana da célula-alvo e permitir uma troca ibnica, o que gera um desequilibrio
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osmoético e, em consequéncia, a morte da célula (Liu et al, 1995). Porém, apesar de
ser a hipétese mais aceita, existem poucas evidéncias experimentais para suporta-
la, e os mecanismos pelos quais as granzimas entram na célula-alvo vém sendo
alvo de debates (Chavez-Galan et al, 2009). (Motyka et al, 2000) demonstraram que
granzima B é capaz de entrar na célula-alvo mesmo na auséncia de perforina,
devido a granzima formar um complexo com o receptor manose-6-fosfato,
independentemente de cétions, que € entdo internalizado por endocitose. Dentro da
célula-alvo, granzimas e granulisina sao liberadas e interagem com seu substrato
para a inducdo de apoptose. Entretanto, (Trapani et al, 2003) mostraram que 0
receptor manose-6-fosfato ndo € necesséario para a entrada de granzima B nas
células-alvo. Outro estudo evidenciou que granzimas sao capazes de aderir na
superficie da célula-alvo por ligacdo eletrostatica enquanto o poro formado por
perforina induz o fluxo de Ca®" do meio extracelular para o meio intracelular. Esta
entrada de Ca** causa ativacdo na célula-alvo, que, ao tentar reparar a alteracdo na
membrana para evitar necrose, internaliza granzimas juntamente com a perforina,
que sdo entdo liberadas no citoplasma da célula-alvo (Keefe et al, 2005);
confirmando a hipétese do receptor manose-6-fosfato ndo ser necessario (Trapani et
al, 2003; Keefe et al, 2005). Entretanto, estudos indicam que, mesmo que a perforina
ndo seja essencial para a entrada das proteases na célula-alvo, sua presenca é
necessaria para a citélise (Chavez-Galan et al, 2009).

Na superficie dos granulos liticos sdo expressas proteinas de membrana
associadas a lisossomos (LAMPs — lysosomal-associated membrane proteins),
incluindo CD107a (LAMP-1), CD107b (LAMP-2) e CD63 (LAMP-3). Essas moléculas
sdo encontradas na membrana interna dos granulos e sao expostas na superficie
das células citotdxicas no processo de degranulagédo, que é um pré-requisito para a
lise das células-alvo mediada por granulos (Peters et al, 1991; Betts et al, 2003)
(Figura 1.4). Tem sido sugerido que LAMPs e catepsina B possuam a funcdo de
impedir a auto-destruicdo das células citotdxicas, o que pode ser relacionado a alta
glicosilacdo destas proteinas, formando uma matriz que mantém as proteases em
estado inativo (Fukuda, 1991; Kannan et al, 1996; Balaji et al, 2002; Lopez et al,
2012).
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Figura 1.4: Representacao esquematica da expressédo de CD107a, assim como de CD107b e CD63,
na superficie das células citotéxicas durante o processo de degranulacdo. A presenca de anticorpos
anti-CD107 na cultura permite a marcagéo destas moléculas transitoriamente expostas. Adaptado de
Suni et al, 2005.

Assim, a expressdao do CD107a tem sido utilizada como marcador de
degranulacao de células citotoxicas em resposta a infec¢des, antigenos especificos,
citocinas e linhagens de células-alvo, em ensaios onde as populacdes
respondedoras podem ser definidas fenotipicamente por citometria de fluxo (Betts et
al, 2003; Alter et al, 2004; Aktas et al, 2009; Al-Hubeshy et al, 2011). O aumento da
expressdo de CD107a tem sido correlacionado com um aumento de secrecdo de
citocinas e perda de perforina pelas células citotoxicas e aumento de morte de
células-alvo (Alter et al, 2004; Aktas et al, 2009).

1.6 Citometria de fluxo aplicada a avaliagdo da citotoxicidade

O padrdo-ouro para avaliagdo da citotoxicidade mediada por células
(principalmente pelos linfécitos T CD8) era o ensaio de liberacdo de cromo (*'Cr),
no qual células-alvo eram marcadas com cromo radioativo e, apds o reconhecimento
e morte destas células pelas células efetoras especificas, liberavam o cromo no
meio extracelular (Brunner et al, 1968). Este tipo de ensaio avalia diretamente a
destruicdo das células-alvo, através da deteccdo do cromo liberado, correlacionando

com a funcdo citotoxica das células efetoras. Este ensaio apresenta algumas
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desvantagens por ser radioativo, pouco sensivel e ndo fornecer nenhuma

informacao acerca da quantidade ou do tipo de células citotoxicas efetoras.

Com o advento da citometria de fluxo, esta se mostrou apropriada na
avaliacdo da capacidade citotoxica das células, tornando-se a técnica de escolha
para este tipo de avaliacao por identificar qual a populacdo celular seria responsavel
pela atividade citotoxica. Inicialmente, usando a citometria de fluxo, varios ensaios
foram desenvolvidos com intuito de avaliar a funcdo das células citotoxicas atraves
da morte das células-alvo: alguns utilizaram corantes fluorescentes para marcar as
células-alvo, como o CFSE, PKH-26, CMTMR (Ritchie et al, 2000; Sheehy et al,
2001; Fischer et al, 2002); outros utilizaram marcadores de morte celular, como
7-AAD ou anexina V (Lecoeur et al, 1997, 2001); e marcadores de caspases (Liu et
al, 2002; Chahroudi et al, 2003). Porém, nenhum destes ensaios fornecia
informacdes suficientes acerca da identidade, fenotipo e frequéncia das células
citotoxicas que de fato estariam mediando a morte das células-alvo. Devido a isto,
0S ensaios baseados na marcacdo de proteinas liticas (como granzimas e
perforinas) passaram entdo a ser 0os mais utilizados na tentativa de avaliar a
citotoxicidade, pois fornecem tais informacfes. Através destes ensaios, torna-se
possivel determinar se a célula possui perfil citotoxico, porém nao permite uma

avaliacdo de sua atividade citotéxica (Appay et al, 2000; Sandberg et al, 2001).

Mais recentemente foi entdo descrito o ensaio citofluorimétrico de marcacao
do CD107a para avaliagdo da atividade citotoxica dos linfocitos T CD8" (Betts et al,
2003). Embora este ensaio ndo mensure diretamente a lise das células-alvo,
estudos ja confirmaram a associacao positiva entre a expressdo de CD107a pelas
células citotdxicas e a lise de células-alvo, em associagdo com a perda de perforina
(Betts et al, 2003; Alter et al, 2004; Aktas et al, 2009). Este ensaio promove uma
ligagdo entre os métodos diretos e indiretos de analise de células citotoxicas
efetoras, permitindo a caracterizacdo fenotipica e funcional precisa, pois utiliza um
marcador que sO € expresso durante o processo de degranulacdo. Além de ser
simples, rapido e sensivel, € ainda facilmente adaptavel a combinagdo com outros

marcadores, como para avaliacao da producao de citocinas e apoptose.
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2. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses séo consideradas pela Organizacdo Mundial de Saude uma
das doencas tropicais de maior importancia para a saude publica. No Brasil, sdo
registrados anualmente cerca de 30.000 novos casos de leishmaniose tegumentar
Americana (LTA), sendo a maioria causada pela espécie Leishmania (Viannia)
braziliensis (SVS, 2010). A LTA apresenta um amplo espectro de formas clinicas de
gravidade variada, causando desde lesdes localizadas a graves deformacfes. As
manifestacdes clinicas se desenvolvem muito mais devido a uma forte resposta
imune, do que propriamente pela acdo do parasito (Handman, 1999). Sendo assim,
um maior conhecimento dos fendmenos que ocorrem nas respostas imunes contra a
Leishmania torna-se de fundamental importancia para estabelecer parametros
imunoldgicos associados com a patogénese, assim como com a cura e a resposta

protetora na LTA.

Muitos trabalhos sugerem um importante papel citotoxico dos linfécitos T
CD8" no processo de resolucédo da infec¢do por Leishmania (Coutinho et al, 1984;
da Conceicao-Silva et al, 1994; Muller et al, 1994; Russo et al, 1999; Colmenares et
al, 2003; Bousoffara et al, 2004), enquanto outros apontam para um papel na injaria
tecidual (Barral-Netto et al, 1995; Brodskyn et al, 1997; Santos et al, 2013).Sendo
assim, a fim de obter um maior entendimento acerca do papel da citotoxicidade na
patogénese ou na protecdo na leishmaniose tegumentar Americana, o desenho
experimental deste trabalho visa avaliar a frequéncia e a atividade citotoxica das
populagdes celulares capazes de exercerem tal atividade, como os linfécitos T CD8”,
linfécitos T CD4", células NK e NKT, a partir de amostras de sangue periférico de

pacientes de leishmaniose cutanea e de leishmaniose mucosa.

Neste contexto, as informacbes obtidas através de uma analise
fenotipica/funcional das células obtidas de pacientes de LTA em evolucédo para a
cura podem trazer novas perspectivas para estudos em vacinas e esquemas

terapéuticos mais eficientes e menos agressivos.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel citotoxico dos linfécitos T CD8", T CD4", células NK e NKT na

evolucao para a cura clinica da leishmaniose cutanea e leishmaniose mucosa.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Correlacionar uma possivel modulacao da distribuicdo das populacées
de linfécitos T CD8*, T CD4", células NK e NKT com a forma ativa das

leishmanioses cutanea e mucosa e com o processo de evolugdo para a cura clinica.

3.2.2 Correlacionar a atividade citotoxica exercida pelos linfécitos T CD8", T
CD4", células NK e NKT com a forma ativa da leishmaniose cutdnea e mucosa e

com o processo de evolucdo para a cura clinica;

3.2.3 Avaliar o perfil citotdxico dos linfécitos T CD8", linfocitos T CD4", células
NK e NKT de em resposta a antigenos particulados de L. (V.) braziliensis, a partir de
amostras de pacientes com a forma ativa das leishmanioses cutanea e mucosa;

durante seus tratamentos; e ap0s a cura clinica;

3.2.4 Correlacionar uma possivel modulacdo da distribuicdo das diferentes
subpopulacdes de células NK (NK CD56%™ e NK CD56"™9™) e NKT (NK CD8", NKT
CD4" e NKT DN) com a forma ativa das leishmanioses cutanea e mucosa e com 0

processo de evolugéo para a cura clinica.

3.2.5 Avaliar o perfil de distribuicAo e de citotoxicidade das diferentes
subpopulacées de células NK (NK CD56%™ e NK CD56""™) e NKT (NK CD8", NKT
CD4" e NKT DN) em resposta a antigenos particulados de L. (V.) braziliensis, a partir
de amostras de pacientes com a forma ativa das leishmanioses cutanea e mucosa,

durante seus tratamentos; e apos a cura clinica
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4. METODOLOGIA

4.1 Casuistica

Foram avaliados neste estudo 10 individuos sadios e 13 pacientes de LTA,
todos adultos, com idade entre 18 e 60 anos. Os individuos sadios (controles —
CTRLE) néo possuiam histérico prévio de leishmaniose e ndo residiam em areas
endémicas desta doenca. Os pacientes eram residentes no estado do Rio de Janeiro
e foram atendidos e diagnosticados para LC ou LM no ambulatério do Centro de
Referéncia em Leishmanioses do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas
(IPEC)/ FIOCRUZ apés serem feitas as devidas avaliacbes da histéria clinica e
epidemioldgica; Intradermorreacdo de Montenegro; deteccdo de anticorpos
especificos para L. (V.) braziliensis através do ELISA; isolamento e caracterizacao
do parasito; e diagnostico diferencial com outras doencas através de exame
micolégico e bacterioldgico. Os pacientes diagnosticados positivamente para
leishmaniose foram entdo submetidos a um ensaio clinico de tratamento,
randomizado e duplo cego, com Glucantime®. Destes pacientes de LTA, 9 eram de
LC e 4 de LM, os quais foram divididos em 3 grupos:

- Pacientes antes do tratamento (AT): Pacientes de LC (n=6) e LM (n=4) sem
tratamento prévio e apresentando lesdes caracteristicas. O diagnostico foi
confirmado por critérios clinicos, epidemiolégicos e exames parasitologicos pela

equipe do Centro de Referéncia em Leishmanioses do IPEC/ FIOCRUZ.

- Pacientes durante o tratamento (DT): Pacientes de LC (n=6) e LM (n=2) no
vigésimo dia apd6s o inicio do tratamento com Glucantime®. Tais pacientes

apresentavam lesdes ainda néo totalmente cicatrizadas.

- Pacientes poés-tratamento (PT): Pacientes de LC (n=5) e LM (n=3) no octagésimo
dia apds o inicio do tratamento com Glucantime®, momento no qual as terapias ja
haviam sido concluidas e os pacientes foram considerados clinicamente curados de

acordo com critérios definidos pela equipe médica do IPEC/ FIOCRUZ.

Através da investigacdo dos prontuarios dos pacientes, foi possivel a

associacdo de informacfes epidemioldgicas e clinicas, como idade e sexo, humero
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de lesbes durante a fase ativa, tempo de evolugcédo, local de residéncia dos

individuos, resposta ao tratamento, cura clinica, reativagao e re-infecgéo.

O critério de cura clinica foi definido por epitelizacdo total das lesdes apos
conclusdo do esquema terapéutico (SVS, 2010). Em caso de auséncia de
cicatrizacdo completa apdés uso do Glucantime® o tratamento foi insatisfatorio, ou
seja, foi considerado como “falha terapéutica”, sendo, nestes casos, necessério um
esquema terapéutico alternativo ou a repeticdo de um ciclo da mesma terapia
antimonial, o que ndo ocorreu neste estudo, ja que todos os pacientes avaliados
apresentaram cura clinica apds a terapia e auséncia de reativacao até o octagésimo

dia ap6s o inicio do tratamento.

Os critérios para inclusdo dos pacientes no estudo foram: idade entre dezoito
e sessenta anos; auséncia de comorbidade, gravidez e tratamento prévio com

leishmanicidas.

O presente estudo segue a resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Saude
que trata das diretrizes e normas de pesquisas envolvendo seres humanos. O
desenho experimental e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo 1)
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do IPEC (CEP-IPEC)/FIOCRUZ
sob o nimero 029/2012.

4.2 Coleta do material biolégico

Amostras de sangue periférico foram obtidas por puncdo venosa em tubos
heparinizados (Becton, Dickinson and Company — BD, Franklin Lakes, NJ, E.U.A.)
em um volume maximo de 40 mL de sangue de cada individuo no IPEC, por
profissionais capacitados, e enviadas ao laboratorio para seguinte processamento. O
tempo maximo entre a coleta do material biol6gico e o processamento do mesmo foi
24 horas, e durante este periodo, os tubos com sangue ficaram a temperatura de

20°C £ 2°C sob homogeneizacéo (Arsec, Sao Paulo, SP, Brasil).

4.3 Obtencéo, criopreservacao e recuperacdo das Células Mononucleares do
Sangue Periférico (CMSP)

As CMSP foram obtidas através de centrifugacdo em gradiente de Ficoll-

Hypaque (Histopaque® 1077; Sigma, St. Louis, MO, E.U.A.), como descrito a seguir:
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0 sangue heparinizado foi diluido na proporcdo 1:1 em meio de cultura RPMI 1640
(Gibco, Carlsbad, CA, E.U.A.), suplementado com HEPES (10mM; Sigma), 2-
mercaptoetanol (1mM; Gibco), L-glutamina (1,5mM; Sigma), penicilina (200Ul
Sigma) e estreptomicina (200gg/mL; Sigma). O sangue diluido foi entdo depositado
cuidadosamente sobre o Ficoll-Hypaque, numa proporcédo 2:1, em tubo de 50 mL
(Corning Inc., Tewksbury, MA, E.U.A.). Posteriormente, esta amostra foi submetida a
uma centrifugagdo a 400 g por 30 minutos a 20°C, sem freio (Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA, E.U.A.). As CMSP foram coletadas, com auxilio de pipeta Pasteur
(Corning Inc.), a partir do anel de células formado na interface entre o soro e o Ficoll,
sendo a seguir submetidas a trés lavagens com meio RPMI suplementado, por
centrifugacéo (10 minutos/ 250 giros/ 20°C, com freio).

Apos a ultima lavagem, as CMSP obtidas foram ressuspendidas em soro fetal
bovino (SFB; Sigma) e contadas em camara de Neubauer (Laboroptik Ltd., Lancing,
GBR) com auxilio de microscoépio Optico (Carl Zeiss Inc., Thornwood, NY, E.U.A)). A
viabilidade das células foi determinada através da diluicio em corante Azul de
Trypan (Sigma) e a concentracdo de células viaveis foi ajustada para 1x10’/mL de
solucdo de criopreservacdo, que consiste em SFB com 10% de dimetilsulfoxido
(DMSO; Sigma). Cada 1 mL desta suspenséo de células foi acondicionado em um
tubo de criopreservacgéo (criotubo; Nunc A/S, Kamstrupvej, Roskilde, DNK), que foi
colocado em recipiente proprio para congelamento (5100 Cryo 1°C Freezing
Container — “Mr. Frosty”; Nalgene, Rochester, NY, E.U.A.), que foi entdo mantido
overnight a temperatura de -70°C. Apds este tempo, os criotubos foram transferidos

para containers de nitrogénio liquido, onde foram armazenados até sua utilizagéo.

Para a realizagdo dos ensaios experimentais, as CMSP criopreservadas
foram descongeladas, no proprio criotubo, em banho-maria (VWR, Radnor, PA,
E.U.A.) a 37°C, e vertidas em 10 mL de meio RPMI suplementado acrescido de 20%
de SFB. Ap6s homogeneizacdo com auxilio de pipeta Pasteur (Corning Inc.), foram
realizadas duas lavagens por centrifugagéo (1500 rpm/10 min/ 4°C/ com freio) e as
CMSP foram ressuspendidas em meio RPMI suplementado. A recuperacdo e
viabilidade foram determinadas através da contagem em camara de Neubauer

(Laboroptik Ltd) com a utilizacdo do corante Azul de Trypan (Sigma).
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4.4 Ensaios de imunofenotipagem e degranulacao de células citotéxicas

As CMSP recuperadas foram submetidas a um protocolo citofluorimétrico de
marcacao para avaliagdo imunofenotipica e de degranulacdo em dois momentos
distintos: imediatamente apds o descongelamento (ensaios post-thaw); e apds 6

horas de cultivo (ensaios in vitro).

Para os ensaios post-thaw, as CMSP recuperadas foram ajustadas para a
concentracéo de 5 X 10° células/100 uL de uma solucédo tampao fosfato-salino (PBS)
contendo 0,1% de azida sédica (Merck, Frankfurter Str., Darmstadt, Alemanha)
(PBSaz) e 2% de SFB e submetidas a um protocolo citofluorimétrico de marcacéao
com 0s seguintes anticorpos monoclonais (AcMo): anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 e
anti-CD56 (BD; Beckman Coulter, BREA, CA, E.U.A.) para avaliacdo fenotipica; e
anti-CD107a (BD), para avaliacdo da degranulacdo. Apos a marcacdo com os AcMo,
as amostras foram incubadas protegidas da luz por 20 minutos a 4°C, lavadas com
PBSaz por centrifugacdo (2000 rpm, 5 min) e fixadas em paraformaldeido (PFA,
Sigma) a 1% em PBS. As amostras fixadas foram armazenadas em geladeira
(2 a 4 °C), protegidas da luz, e adquiridas em citbmetro de fluxo FACS Aria Il (BD)

em até 24 horas.

Para os ensaios in vitro, as CMSP recuperadas foram ajustadas para a
concentracdo de 3,0 X 10° células/80 pL de meio RPMI suplementado e cultivadas
em placa de poliestireno de 96 pocos de fundo “U” (Corning Inc.) sob quatro
condicdes distintas: sem estimulo (background — BG); sob estimulo de antigenos
particulados de L. (V.) braziliensis (Ag-Lb), equivalente a 10° promastigotas
metaciclicas/poco; sob estimulo de fitohemaglutinina (PHA; Sigma), na concentracao
de 5 pg/mL; e sob estimulo de acetato de formol miristato (PMA; Sigma) com
ionomicina (Sigma), na concentracdo de 10 ng/mL e 500 pg/mL, respectivamente.
Completando um volume final de 200 uL/pocgo, foram adicionados 20 uyL de soro
humano AB Rh" inativado (Sigma) e AcMo anti-CD107a (BD) em todos 0s pogos. A
placa foi entdo incubada a 37°C em atmosfera umida de 5% de CO, (Panasonic
Healthcare Company of North America, Wood Dale, IL, E.U.A.) por uma hora,
qguando foi adicionada monensina (Golgi-Stop, BD) (6 ug/mL) e seguidas de mais
cinco horas de incubac&do. Apds incubacéo total de seis horas, as ceélulas foram
lavadas por centrifugagédo (2000 rpm, 5 min.) em meio RPMI suplementado,
ressuspendidas em 100 yL de PBSaz e marcadas com AcMo anti-CD3, anti-CD4,

anti-CD8 e anti-CD56 (BD; Beckman Coulter). Apos incubacéo por 20 minutos a 4°C
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protegidas da luz, as células foram lavadas por centrifugacéo (2000 rpm, 5min.) em
PBSaz, ressuspendidas em PFA a 1% e armazenadas em geladeira (2 a 8 °C),
protegidas da luz, por um periodo méaximo de 24 horas até a aquisicdo em citbmetro
de fluxo FACS Aria Il (BD).

A combinacdo de marcadores utilizada nas analises citofluorimétricas para

avaliar as caracteristicas celulares esta descrita na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Combinagdo de anticorpos monoclonais utilizados como marcadores para avaliar
diferentes caracteristicas celulares por citometria de fluxo nos ensaios experimentais post-thaw e in
vitro.

Analise Citofluorimétrica Caracteristica Celular
CD3* CD4" Linfocitos T CD4"
CD3* CD8""" Linfocitos T CD8"
CD3*CD56" CD8" Células NKT CD8"
CD3" CD56" CD4* Células NKT CD4"
CD3" CD56" CD8 CD4 Células NKT DN
CD3" CD56" CD8" CD4" Células NKT DP
CD3 CD56"™** Células NK CD56%™*+
CD3 CD56""9"* Células NK CD56""9"*
CD107a Células em degranulacao

*bright - células que apresentam alta intensidade de fluorescéncia; **dim - células que apresentam baixa
intensidade de fluorescéncia.

4.5 Adaptacédo dos ensaios de degranulacéo

Antes de dar inicio aos experimentos de avaliagdo da expressdo do CD107a
foram realizados experimentos pilotos para otimizagcdo da metodologia. A utilizacao
do AcMo anti-CD107a para avaliacdo da degranulacédo de populagdes celulares tem
sido aplicada com frequéncia em varios estudos, e o tempo de incubacdo deste
AcMo e os estimulos positivos apresentam variacdes na literatura (Kannan et al,
1996; Betts et al, 2003; Alter et al, 2004; Aktas et al, 2009). Por este motivo, foram
realizados experimentos-pilotos de cinética, a fim de padronizar o tempo ideal de
incubacdo do CD107a, diferentes concentracbes de estimulos positivos (PHA e

PMA-+ionomicina) e utilizagdo de monensina.
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Primeiramente, as CMSP foram cultivadas nas mesmas condi¢cdes descritas
no item 4.4 para os ensaios in vitro por diferentes periodos: 1, 2, 4, 6 e 8 horas.
Durantes estes testes, além do tempo de cultura, também foram avaliados diferentes
estimulos em diferentes concentracbes: PHA a 5ug/mL e 2ug/mL; e PMA +
ionomicina a 10 ng/mL + 500 pg/mL; e 2,5 pg/mL + 0,5 ug/mL. Apds a escolha do
periodo ideal de cultura das CMSP, foram realizados experimentos com ou sem
adicdo de monensina e experimentos com ou sem fixacdo com PFA por até 96

horas.

4.6 Citometria de fluxo

As amostras foram adquiridas em um total de 50 mil eventos no citdmetro de
fluxo FACS Aria Il (BD), da Plataforma de Citometria de Fluxo da Rede de
Plataformas Tecnologicas do Programa de Desenvolvimento Tecnolégico em
Insumos para Saude (PDTIS), FIOCRUZ. As andlises citofluorimétricas foram
realizadas utilizando o programa computacional especifico Kaluza 1.2 (Beckman
Coulter).

4.6.1 Definicdo de regibes e compensacéo de cores

Foram utilizados AcMo isotipicos anti-lgG conjugados aos mesmos
fluorocromos usados nos ensaios post-thaw e in vitro como controles negativos de
marcacdo e para 0 ajuste da voltagem ideal, de forma que as células negativas
ficassem representadas até grandeza de 10° no histograma monoparamétrico de
intensidade de fluorescéncia. Assim, os cursores foram desenhados com inicio no
ponto de término do pico de fluorescéncia do controle negativo nos histogramas
(Figura 4.1 A e B) Os quadrantes dos graficos biparamétricos (dot plot) foram

delimitados com base nos cursores dos histogramas (Figura 4.1 C).

Delimitados os quadrantes, foram adquiridas cinco amostras distintas, com
uma marcacdo simples (um AcMo acoplado a um fluorocromo) em cada, para
realizar a compensacdo de cores. Tal compensacdo foi baseada nos critérios de
aproximagdo dos valores da intensidade média de fluorescéncia (mean fluorescence
intensity — MFI) entre os quadrantes 1 e 3 (Ql e Q3) no eixo “X”; e entre 0s

quadrantes 3 e 4 (Q3 e Q4) no eixo do “y” dos dot plots. Portanto, as compensacdes

foram ajustadas de modo que, no eixo “x”, a MF| observada no Q1, representando
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as células positivas para o anticorpo utilizado, tivesse valor igual ou mais proximo
possivel da MFI do Q3, que representa as células negativas para 0 mesmo

anticorpo. O mesmo procedimento foi feito em relaggo a MFI no eixo “y’,

observando-se as médias de Q3 e Q4.
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Figura 4.1: Analise fluorimétrica de células marcadas com anticorpos monoclonais isotipicos para
definicdo dos cursores e quadrantes.

4.6.2 Analise citofluorimétrica dos ensaios post-thaw e in vitro

Um protocolo citofluorimétrico multiparamétrico de analise foi criado para
avaliar todas as amostras, tanto nos ensaios post-thaw quanto nos in vitro.
Inicialmente, foi desenhado um dot plot para avaliar tamanho (forward scatter — FSC)
vs. granularidade (side scatter — SSC) das células e, neste dot plot, os linfocitos
foram selecionados por uma regido de analise eletronica (gate) com base nas suas
caracteristicas fisicas (Figura 4.2 A). Para confirmar a regido dos linfocitos, foi criado
um histograma para avaliar a intensidade de fluorescéncia do fluorocromo acoplado
ao anti-CD3, desenhado um gate selecionando as células CD3" (Figura 4.2 B) e, em

seguida, um contra-gate no dot plot de FSC vs. SSC.
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A partir do gate “linfocitos” (Figura 4.2 A) foram criados cinco histogramas
com o objetivo de avaliar as intensidades de fluorescéncia dos fluorocromos
acoplados aos anticorpos anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD56 e anti-CD107a

separadamente (Figura 4.2 C).

Apés, foram montados dot plots para determinar as populagfes celulares de
interesse (linfocitos T CD8", linfécitos T CD4", células NK e células NKT) com base
nas marcacoes dos AcMo anti-CD3, anti-CD8, anti-CD4 e anti-CD56 (Figura 4.3 A).
A partir de gates feitos em cada populagéo celular de interesse, foram montados
novos dot plots para se avaliar as células CD107a" dentro de cada populacio
(Figura 4.3 B).

Ainda, foram avaliadas as subpopulac¢des de células NK e NKT quanto a sua
distribuicéo (Figura 4.3 C e E) e perfil citotdxico (Figura 4.3 D e F). A partir dos gates
de selecdo das células NK e NKT (Figura 4.3 A), foram criados graficos para avaliar
a distribuicdo das subpopulacfes destas células: as subpopulacdes de células NK
foram determinadas quanto a diferenca de expressdo de CD56 (Figura 4.3 C); e as
células NKT quanto a expressédo de CD4 e CD8 (Figura 4.3 E). Para avaliar o perfil
citotoxico destas subpopulagdes foram feitos gates nas células NK CD107a* e NKT
CD107a" (Figura 4.3 B) e, a partir destes, analisados os perfis citotoxicos das
subpopulacdes (Figura4.3 D e F).

4.7 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados quanto as diferencas estatisticas
utilizando o teste ndo paramétrico Mann Whitney, com intervalo de confianga de
95%. Para todas as analises foi utilizado o programa computacional especifico
GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., E.U.A.).
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Figura 4.2: Etapa 1 do protocolo citofluorimétrico multiparamétrico de andlise. A regido dos linfécitos
foi selecionada com base em suas caracteristicas fisicas (A), confirmada através de um contra-gate
na regido de células CD3" (B); e, a partir desta, foram criados histogramas para avaliar as diferentes
fluorescéncias utilizadas (C). FSC — forward scatter; SSC — side scatter.
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Figura 4.3: Etapa 2 do protocolo citofluorimétrico multiparamétrico de analise. As populagfes
celulares foram definidas com base nas marcac¢des dos anticorpos monoclonais anti-CD3, anti-CD8,
anti-CD4 e anti-CD56 (A). A partir de cada populacéo celular foram criados dot plots para avaliar as
células positivas para CD107a (B). As subpopulagdes de NK e NKT foram avaliadas quanto ao perfil
fenotipico (C e E, respectivamente) e quanto a expressédo de CD107a (D e F, respectivamente).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos pacientes avaliados

Foram avaliados 9 pacientes de LC e 4 pacientes de LM residentes no estado
do Rio de Janeiro. As formas clinicas foram avaliadas separadamente e o0s

pacientes foram divididos em trés grupos:

- Pacientes antes do tratamento (AT) — 6 pacientes de LC e 4 pacientes de LM,;
- Pacientes durante o tratamento (DT) — 6 pacientes de LC e 2 pacientes de LM.
- Pacientes apdés o término do tratamento (PT) — 5 pacientes de LC e 3 de LM.

A maioria dos pacientes de LC foi do sexo masculino (66,6%), com idade
meédia * desvio padréo de 40,0 £ 6,0 anos e residente na cidade do Rio de Janeiro
(55,5%). Destes pacientes, nenhum apresentou a forma disseminada ou evolugao
para a forma mucosa e todos os pacientes PT apresentaram cura clinica. A maioria
dos pacientes apresentou apenas 1 lesédo (66,6%) e o tempo de evolucdo médio de
4 meses. As principais caracteristicas clinico-epidemioldgicas estao representadas
na Tabela 5.1. Dos pacientes de LM, todos foram do sexo masculino, com idade
média + desvio padrdo de 50,5 + 4,1 anos e apresentaram cura clinica ao término do
tratamento. O tempo de evolucdo dos pacientes de LM foi maior, com média de 1
ano, e a regido mucosa mais acometida foi a nasal. As principais caracteristicas

clinico-epidemioldgicas estéo representadas na Tabela 5.2.

O grupo controle (CTRLE) foi composto por 10 individuos sadios, sem
diagnéstico prévio de leishmaniose e residentes no Estado do Rio de Janeiro em
areas nao endémicas. A idade média * desvio padrédo deste grupo foi igual a 27,8 +

3,3 anos e a maioria foi do sexo feminino (77,8%).
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Tabela 5.1: Caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos nove pacientes de leishmaniose cuténea
incluidos no estudo.

Caracteristica Frequéncia Percentual
Sexo
Masculino 6 66,7%
Feminino 3 33,3%

Local de Residéncia

Rio de Janeiro (Penha) 1 11,1%
Rio de Janeiro (Ilha do Governador) 1 11,1%
Rio de Janeiro (Gardénia Azul) 1 11,1%
Rio de Janeiro (Maracand) 1 11,1%
Rio de Janeiro (Gavea) 1 11,1%
Séo Fidélis 2 22,2%
Seropédica 1 11,1%
Trajano de Moraes 1 11,1%
Tempo de Evolucéo

2 meses 3 33,3%
3 meses 2 22,2%
4 meses 1 11,1%
5 meses 1 11,1%
6 meses 1 11,1%
7 meses 1 11,1%
Numero de Les8es

1 6 66.7%
2 1 11,1%
3 1 11,1%
7 1 11,1%
Local da Leséo

Cervical 1 8,3%
Face 2 16,7%
Torax 1 8,3%
Perna 4 33,3%
Braco 2 16,7%
Méo 2 16,7%
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Tabela 5.2: Caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos quatro pacientes de leishmaniose mucosa
incluidos no estudo.

Caracteristica Frequéncia Percentual
Sexo
Masculino 4 100%
Feminino 0 0

Local de Residéncia

Rio de Janeiro (Barra da Tijuca) 1 25%
Rio de Janeiro (Ilha do Governador) 1 25%
Nova lguagu 1 25%
Sé&o Jodo do Meriti 1 25%
Tempo de Evolucéo

3 meses 1 25%
12 meses 1 25%
18 meses 2 50%
Local da Les&o

Mucosa Oral 1 25%
Mucosa Nasal 3 75%

5.2 Padronizagao do ensaio de expresséo de CD107a

Na avaliacdo do tipo e concentracdo do estimulo positivo que seria utilizado
nos ensaios de degranulacdo in vitro, o0 que mais induziu as células a expressarem
CD107a foi 0 uso simultdaneo de PMA e ionomicina na concentragéo de 10 ng/mL e
500 pg/mL, respectivamente. Porém, as células sob este estimulo apresentaram
maiores altera¢cdes morfoldgicas (caracteristica observada através da avaliagdo dos
parametros fisicos — tamanho e granularidade — por citometria de fluxo). Assim,
como o PHA na concentracdo de 5 pg/mL também se mostrou eficiente e gerou
menos alteracbes morfologicas, foi optado pela utilizagdo dos dois melhores
estimulos: PMA+ionomicina a 10 ng/mL+500 pug/mL e PHA 5 pg/mL.

Observamos que a utlizacio da monensina nos experimentos €
imprescindivel, visto que a deteccdo de CD107a foi maior nas células cultivadas na
presenca de monensina comparadas aquelas cultivadas nas mesmas condicdes

sem adi¢cado da mesma.
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Nos experimentos comparativos de fixacdo das células foi determinada que a
fixacdo PFA a 1% por um periodo de até 24 horas ndo alterou a detecgdo das
fluorescéncias. Porém, maiores periodos resultaram em comprometimento das

marcacfes dos AcMo acoplados a fluorocromos bi-conjugados.

Finalmente, apos a realizacdo dos experimentos piloto-cinéticos, foi possivel
observar que as células CD8", CD4" e CD56" apresentaram uma melhor expressao
de CD107a apés seis horas de cultivo nas diferentes condi¢des: sem estimulo; sob
estimulo de Ag-Lb; sob estimulo de PMA+ionomicina (10 ng/mL+500 ug/mL); e sob
estimulo de PHA (5 pg/mL). A Figura 5.1 representa os resultados de expressao de
CD107a pelas células CD8", CD4" e CD56" de trés pacientes de LC apds a terapia
antimonial nas horas 1, 2, 4, 6 e 8 dos experimentos-pilotos de cinética frente o
estimulo de Ag-Lb (A); sem estimulo (B); e sob estimulo de PMA+ionomicina na

concentracdo de 10 ng/mL+500 pg/mL (C).
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Figura 5.1: Experimentos-piloto de cinética da avaliacdo da expressdo de CD107a pelas células
CD8", CD4" e CD56" de trés pacientes de leishmaniose cutanea ap0s a terapia antimonial cultivadas
com antigenos particulados de Leishmania (Viannia.) braziliensis (Ag-Lb) (A); sem estimulo (B); e
com estimulo positivo de PMA com ionomicina (C). Os simbolos representam a média das
populacdes (n=3).
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5.3 Distribuicéo das populacdes celulares

5.3.1 Distribuicdo das populacdes celulares T CD8*, T CD4", NK e NKT em

pacientes de leishmaniose cutanea

Nos ensaios post-thaw foram definidas as quatro populagdes celulares de
interesse e determinados seus percentuais. Todos 0S grupos apresentaram maior
frequéncia de linfocitos T CD4", seguido dos linfécitos T CD8", das células NK e das
células NKT.

Na comparacdo entre os grupos foi observado que os linfécitos T CD8"
apresentaram uma menor frequéncia nos pacientes AT (média + desvio padrdo =
18,6% + 3,6%) em relacdo aos demais grupos (p<0,05). Os percentuais de linfocitos
T CD8" apresentados pelos pacientes DT (23,6% + 4,9%) e PT (24,6% + 6,2%)
foram similares aos observados nos individuos sadios (CTRLE — 23,7% * 4,1%)
(Figura 5.2A).

Em relag&o aos linfocitos T CD4", o grupo CTRLE (43,7% + 5,2%) apresentou
percentuais acentuadamente mais elevados em comparacdo aos grupos de
pacientes, sendo esta diferenca estatisticamente significante quando comparados os
pacientes AT (31,5% + 7,3%; p<0,01) e aos DT (31,8% * 13,2%; p<0,05). Entre os
grupos de pacientes, os percentuais de linfécitos T CD4" foram semelhantes,
embora nos pacientes PT estes percentuais tenham se mostrado ligeiramente
superiores (33,8% + 13,2%) (Figura 5.2B).
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Figura 5.2: Avaliacdo post-thaw (apds o descongelamento) do percentual de linfocitos T CD8* (A) e T
CD4" (B) nos individuos sadios (CTRLE; n=10) e nos diferentes grupos de pacientes de leishmaniose
cutdnea estudados: AT (pacientes antes do tratamento; n=6), DT (pacientes durante o tratamento;
n=6) e PT (pacientes apos o fim do tratamento; n=5). *p<0,05 e **p< 0,01. Valor de p obtido pelo teste
ndo-paramétrico Mann-Whitney. Resultados apresentados em barras como média + desvio padrao.
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As células NK e NKT apresentaram o mesmo perfil de distribuicdo entre os
grupos, com o grupo CTRLE apresentando menores percentuais em comparacao
aos grupos de pacientes (Figura 5.3 A e B). As células NK apresentaram maior
média de percentual nos pacientes AT (11,8% * 7,5%), sendo esta menor nos
pacientes DT (10,4% + 7,1%) e PT (8,9% + 4,5%). A diferenca dos percentuais de
células NK entre o grupo CTRLE e os pacientes AT e PT foi estatisticamente
significante (p<0,05) (Figura 5.3A).

Os menores percentuais de células NKT foram observados nos individuos do
grupo CTRLE (1,2% + 0,5%) e a diferenca entre este grupo e os pacientes AT (4,4%
* 2,7%), que apresentaram 0S maiores percentuais, foi estatisticamente significante
(p<0,01). Os pacientes DT e PT apresentaram percentuais semelhantes entre si (3,2
+ 3,2 e 3,0 £ 2,7, respectivamente), menores que os AT (4,4% * 2,7%) e maiores
gue os CTRLE (1,2% + 0,5%) (PT > CTRLE; p<0,05) (Figura 5.3B).

E interessante notar que os individuos do grupo controle apresentaram uma
distribuicAo mais homogénea em todas as populacdes celulares avaliadas em
comparacao aos grupos de pacientes (Figuras 5.2 e 5.3). A distribuicdo destas
populacées celulares nos ensaios in vitro também foi avaliada, porém esta ndo se

alterou em comparacédo as analises post-thaw.
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Figura 5.3: Avaliacdo post-thaw do percentual de células NK (A) e NKT (B) nos individuos sadios
(CTRLE; n=10) e nos diferentes grupos de pacientes de leishmaniose cutédnea estudados: AT
(pacientes antes do tratamento; n=6), DT (pacientes durante o tratamento; n=6) e PT (pacientes apés
o fim do tratamento; n=5). *p<0,05 e **p< 0,01. Valor de p obtido pelo teste ndo-paramétrico Mann-
Whitney. Resultados apresentados em barras como média + desvio padrao.
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5.3.2 Distribuicdo das populacdes celulares T CD8*, T CD4", NK e NKT em

pacientes de leishmaniose mucosa

Da mesma forma que observado nos ensaios post-thaw com as amostras de
pacientes de LC e individuos CTRLE, todos os grupos de pacientes de LM
apresentaram maior frequéncia de linfécitos T CD4", seguido dos linfécitos T CD8",
das células NK e das células NKT. Vale ressaltar que a amostragem nos grupos de
pacientes de LM foi pequena, com o grupo de pacientes DT possuindo a menor
amostragem (n=2), ndo sendo possivel assim a comparacao estatistica deste grupo

com os demais.

Apesar de néo ter sido estatisticamente significante, a média dos percentuais
de linfocitos T CD8" observada nos individuos do grupo CTRLE (23,8% + 4,1%) se
mostrou ligeiramente superior quando comparada as observadas nos grupos de
pacientes de LM. Embora a amostragem do grupo dos pacientes DT tenha sido
limitada a apenas dois pacientes, a média dos percentuais observada nestes (16,0%
* 8,7%) foi menor do que nos pacientes AT (19,8% + 4,6%) e PT (22,3% = 4,0%)
(Figura 5.4 A).

Na avaliacdo da distribuicio dos linfocitos T CD4", as propor¢des foram iguais
as observadas nos linfocitos T CD8": o grupo CTRLE apresentou maior média
percentual (43,7% + 5,2%) que 0s grupos de pacientes e, entre estes, 0s pacientes
AT e PT apresentaram médias ligeiramente mais elevadas (36,9% * 7,6% e 37,0% +
12,0%, respectivamente) que os pacientes DT (32,5% + 17,4%) (Figura 5.4 B).
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Figura 5.4: Avaliacéo post-thaw do percentual de linfocitos T CD8" (A) e T CD4" (B) nos individuos
sadios (CTRLE; n=10) e nos diferentes grupos de pacientes de leishmaniose mucosa estudados: AT
(pacientes antes do tratamento; n=4), DT (pacientes durante o tratamento; n=2) e PT (pacientes ap6s
o fim do tratamento; n=3). Resultados apresentados em barras como média + desvio padréo.

61



As células NK foram detectadas em maiores percentuais nos pacientes de LM
PT (11,7% = 2,6) em comparacdo aos outros grupos estudados, os quais
apresentaram diferenca estatisticamente significante (p<0,05) em relacdo aos
percentuais observados no grupo CTRLE (5,0% + 3,1%) (Figura 5.5 A). A segunda
maior média percentual de células NK foi observada nos pacientes AT (7,5% =

4,4%), seguido pelo grupo CTRLE (5,0% + 3,1%) e pelos pacientes DT (4,2% =
1,1%), os quais apresentaram médias semelhantes entre si (Figura 5.5 A).

As médias percentuais de células NKT observadas nos pacientes AT (2,3% +
2,5%) e PT (2,4% + 0,7%) foram semelhantes entre si e superiores aos detectados
nos pacientes DT (1,3% + 0,7%), 0s quais apresentaram percentuais semelhantes
aos observados no grupo CTRLE (1,2% + 0,5%). A frequéncia de células NKT
observada nos pacientes PT (2,4% * 0,7%) foi estatisticamente maior (p<0,05) que a
dos individuos CTRLE (1,2% + 0,5%) (Figura 5.5 B).

A distribuicdo destas populacfes celulares nos ensaios in vitro também foi

avaliada, porém esta ndo se alterou em comparacao as analises post-thaw.
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Figura 5.5: Avaliacdo post-thaw do percentual de células NK (A) e NKT (B) nos individuos sadios
(CTRLE; n=10) e nos diferentes grupos de pacientes de leishmaniose mucosa estudados: AT
(pacientes antes do tratamento; n=4), DT (pacientes durante o tratamento; n=2) e PT (pacientes ap6s
o fim do tratamento; n=3). *p<0,05. Valor de p obtido pelo teste ndo-paramétrico Mann-Whitney.
Resultados apresentados em barras como média + desvio padréo.

5.4 Avaliacdo post-thaw da degranulagéo das células T CD8", T CD4", NK e NKT
atraveés da expressédo de CD107a

A expressao de CD107a foi analisada nas células descongeladas (post-thaw),
sendo seu percentual determinado dentro de cada populacdo estudada. Nesta

avaliacao foi observado um percentual expressivamente maior de células NKT que
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sdo CD107a" em comparacgéo as células NK e, ainda mais notavelmente, quando
esta comparacao é feita com os linfécitos T CD8" e T CD4". Isto foi observado tanto
em pacientes de LC quanto de LM.

5.4.1 Avaliacdo post-thaw da degranulacdo das células T CD8", T CD4", NK e

NKT em pacientes de leishmaniose cutanea

Na avaliacdo dos linfécitos T CD8" expressando CD107a, os individuos do
grupo CTRLE apresentaram menores percentuais (0,7% = 0,3%) quando
comparados aos grupos de pacientes. Entre estes grupos, 0s maiores percentuais
foram observados nos pacientes DT (2,0% + 1,6%), seguido pelos pacientes PT
(1,6% + 1,4%), que foram ligeiramente superiores aos AT (1,1% + 0,2%) (Figura 5.6
A).

Da mesma maneira, os linfocitos T CD4" exibiram menores percentuais de
expressdo de CD107a nos individuos do grupo CTRLE (0,8% + 0,4%) e maiores
percentuais nos pacientes DT (2,1% + 1,7%). Porém, ao contrario do observado nos
linfocitos T CD8*, houve mais linfécitos T CD4* CD107a" nos pacientes AT (1,6% +
1,4%) que nos PT (0,9% + 0,4%) (Figura 5.6 B).

Inversamente ao observado nos linfécitos, a maior média percentual de
células NK CD107a" foi detectada nos individuos do grupo CTRLE (3,5% + 3,1%).
Os grupos de pacientes apresentaram médias percentuais de células NK
semelhantes, sendo ligeiramente superior nos PT (3,2% + 1,9%) em comparacao
aos DT (2,6% + 1,3%) e AT (3,0% =+ 1,9%) (Figura 5.6 C).

Ja as células NKT apresentaram 0s maiores percentuais de expressao de
CD107a nos pacientes DT (15,8% + 14,2%), assim como observado nos linfécitos T
CD8" e CD4". Os percentuais observados nos pacientes AT (8,4% * 7,4%) e PT
(7,7% £ 8,1%) foram semelhantes entre si e em relacdo aos CTRLE (9,4% = 4,8%)
(Figura 5.6 D).
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Figura 5.6: Avaliacdo post-thaw do percentual de expresséo de CD107a pelos linfocitos T CD8" (A),
linfécitos T CD4" (B), células NK (C) e NKT (D) nos individuos sadios (CTRLE; n=10) e nos diferentes
grupos de pacientes de leishmaniose cutanea estudados: AT (pacientes antes do tratamento; n=6),
DT (pacientes durante o tratamento; n=6) e PT (pacientes apés o fim do tratamento; n=5). Resultados
apresentados em barras como média + desvio padrao.

5.4.2 Avaliacdo post-thaw da degranulacdo das células T CD8", T CD4", NK e

NKT em pacientes de leishmaniose mucosa

A maior média percentual de linfécitos T CD8" CD107a* pdode ser observada
nos pacientes PT (1,8% * 1,3%), seguidos pelos AT (1,2% + 0,2%). Estes grupos de
pacientes apresentaram percentuais de linfocitos T CD8" CD107a" significativamente
maiores (p<0,05) que os individuos do grupo CTRLE (0,7% + 0,3%). Os pacientes
DT apresentaram as menores médias de expressdo de CD107a pelos linfocitos T
CD8" (0,5% * 0,1%), que foi similar & apresentada pelos CTRLE (0,7% + 0,3%)
(Figura 5.7 A).
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Os percentuais de linfocitos T CD4" CD107a" foram semelhantes entre os
grupos de pacientes AT (1,0% + 0,4%) e DT (0,8% = 0) e o grupo CTRLE (0,8% =
0,4%). Os pacientes PT apresentaram percentuais de linfécitos T CD4" CD107a"

(1,3% = 1,0%) ligeiramente superiores aos demais grupos (Figura 5.7 B).

As células NK apresentaram maiores médias percentuais de expressao de
CD107a em todos os grupos de pacientes em comparacao ao grupo CTRLE (3,5% +
3,1%). Entre os grupos de pacientes, a maior média percentual de expressao de
CD107a foi observada nos pacientes AT (6,5% + 1,6%), sendo menor nos pacientes
DT (5,2% + 2,7%) e ainda mais nos pacientes PT (4,3% % 3,4) (Figura 5.7 C).

As células NKT apresentaram 0s maiores percentuais de expressao de
CD107a nos pacientes DT (16,3% * 4,1%). Os pacientes AT e PT apresentaram
médias percentuais de células NKT CD107a" semelhantes entre si (7,2% + 3,0% e
8,1% = 12,0%, respectivamente) e ligeiramente inferiores as observadas no grupo
CTRLE (9,4% + 4,8%) (Figura 5.7 D).
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Figura 5.7: Avaliacdo post-thaw do percentual de expresséo de CD107a pelos linfocitos T CD8" (A),
linfécitos T CD4" (B), células NK (C) e NKT (D) nos individuos sadios (CTRLE; n=10) e nos diferentes
grupos de pacientes de leishmaniose mucosa estudados:AT (pacientes antes do tratamento; n=4), DT
(pacientes durante o tratamento; n=2) e PT (pacientes apés o fim do tratamento; n=3). *p<0,05. Valor
de p obtido pelo teste ndo-paramétrico Mann-Whitney. Resultados apresentados em barras como
média + desvio padréo.
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5.5 Avaliacéo in vitro da degranulacdo das células T CD8", T CD4", NK e NKT

através da expressédo de CD107a

As CMSP foram cultivadas na auséncia ou frente a diferentes estimulos por
um periodo de seis horas. E esperado que as células possam apresentar uma
degranulacao basal, inespecifica, a qual é observada avaliando-se a expressao de
CD107a nas células cultivadas na auséncia de estimulos (BG). Como o objetivo do
presente trabalho foi avaliar a degranulacdo especifica aos antigenos de L. (V.)
braziliensis, consideramos como “degranulagdo especifica ao antigeno” os
percentuais de células expressando CD107a frente ao estimulo antigénico (Ag-Lb)
subtraindo destes os percentuais de células expressando CD107a detectados no
BG. Nos casos em que o percentual de células expressando CD107a foi maior no
BG do que frente ao estimulo antigénico especifico, a degranulacéo foi considerada
nula (igual a zero). Assim, para todos os resultados de expressdo de CD107a
descritos a seguir em resposta ao antigeno foi utilizada esta estratégia. Vale
ressaltar que todas as células apresentaram maiores percentuais de expresséo de

CD107a nos ensaios in vitro em comparagao aos ensaios post-thaw.

5.5.1 Avaliacao in vitro da degranulacdo das células T CD8", T CD4", NK e NKT

em pacientes de leishmaniose cutanea

Os linfocitos T CD8" e CD4" dos individuos do grupo CTRLE apresentaram
valores quase nulos de expressdo de CD107a frente ao Ag-Lb. Entre os grupos de
pacientes, tanto os linfocitos T CD8" quanto CD4" apresentaram maiores percentuais
de expressdo de CD107a nos pacientes PT (1,1% £+ 1,0% e 0,8% * 0,6%,
respectivamente), sendo a diferenca entre este grupo e os grupos CTRLE e DT
estatisticamente significante nestas duas populagbes (p<0,05). Os menores
percentuais de linfocitos T CD8" e CD4" expressando CD107a entre os grupos de
pacientes foram observados nos pacientes DT (0,1% + 0,1% e 0,1% + 0,3%,
respectivamente), sendo a diferengca entre este grupo e o grupo CTRLE
estatisticamente significante apenas na avaliacdo dos linfocitos T CD8" (p<0,05). Os
pacientes AT apresentam percentuais de linfocitos T CD8* CD107a" (0,8% + 0,1%)
significantemente maiores que os individuos sadios (p<0,05). Enquanto os pacientes
AT apresentaram percentuais infimos de linfécitos T CD4" CD107a" (0,2% + 0,2%),

0s quais foram similares aos observados nos CTRLE e nos pacientes DT (0,1% =+
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0,3%) e estatisticamente inferiores aos detectados nos PT (0,8% + 0,6%) (p<0,05).

Os resultados expostos acima estéo representados na figura Figura 5.8 A e B.

As células NK apresentaram maiores percentuais de expressdo de CD107a
em comparacao aos linfocitos T CD8" e T CD4" frente os Ag-Lb em todos os grupos
estudados (Figura 5.8 A, B e C). Uma maior média dos percentuais de células NK
CD107a" foi observada nos pacientes DT (2,8% * 5,2%) em comparagio aos
pacientes AT (2,4% = 3,2%) e ao grupo CTRLE (2,2% + 3,1%) e, mais
acentuadamente em comparacao aos pacientes PT (1,7% + 0,9%) (Figura 5.8 C). Ao
avaliar as células NKT néo foi observada expressdo de CD107a nos pacientes DT
em resposta ao Ag-Lb, enquanto os percentuais de expressdo foram evidentes nos
pacientes AT (3,3% + 4,1%) e PT (4,0% + 3,8%) (p<0,05). Os individuos do grupo
CTRLE (0,8% + 2,7%) apresentaram média percentual estatisticamente inferior a
observada nos pacientes AT (3,3% * 4,1%) e PT (4,0% * 3,8%) (p<0,05) (Figura
5.8D).
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Figura 5.8: Avaliacdo in vitro do percentual de expressdo de CD107 especifica aos Ag-Lb pelos
linfécitos T CD8" (A), linfocitos T CD4" (B), células NK (C) e NKT (D) nos individuos sadios (CTRLE;
n=10) e nos diferentes grupos de pacientes de leishmaniose cutanea estudados: AT (pacientes antes
do tratamento; n=6), DT (pacientes durante o tratamento; n=6) e PT (pacientes apés o fim do
tratamento; n=5). *p<0,05 e **p< 0,01. Valor de p obtido pelo teste ndo-paramétrico Mann-Whitney.
Resultados apresentados em barras como média + desvio padrao.
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5.5.2 Avaliac&o in vitro da degranulacdo das células T CD8", T CD4", NK e NKT
em pacientes de leishmaniose mucosa

As populacdes celulares estudadas praticamente n&do apresentaram
expressdo de CD107a em resposta ao Ag-Lb nos pacientes de LM. Isto foi mais
evidente nos linfocitos T CD8" e T CD4", os quais apresentaram percentuais muito
proximos ou iguais a zero em todos os grupos. As células NK e NKT exibiram
maiores percentuais de expressdo de CD107a nos individuos do grupo CTRLE
(2,22% = 0,99% e 0,86% =+ 0,85%), enquanto 0s pacientes apresentaram

percentuais muito proXimos ou iguais a zero.

5.6 Avaliacédo das subpopulacdes de células NK

Com base na densidade de expressdo do receptor CD56, as células NK
podem ser divididas em duas subpopula¢ges funcionalmente distintas: células NK
CD56"™" e NK CD56%™. Apés a andlise das células NK nos grupos estudados, foi
possivel determinar que mais de 90% das células NK sdo CD56%™. Este dado foi
observado nas formas cutanea e mucosa, tanto nos ensaios post-thaw quanto nos
ensaios in vitro, independente do estimulo. A menor proporcdo de células NK
CD56%™ observada neste estudo foi de 91,13% (+ 4,03%) nos pacientes AT de LM
sob estimulacdo antigénica com Ag-Lb. A Figura 5.10 representa os resultados de
distribuicdo das subpopulacfes de células NK de individuos do grupo CTRLE e de

pacientes de LC, nos trés grupos estudados, obtidos nos ensaios post-thaw.

MK CD5g2nant A NK CD5g0rant NK CD5g0rant NK CD5gbrght
4,59% | I 5,86% B I 4,23% |\ I 5,10% B I

L dim dim i
N§5C4[1)u5f L nk CD58 L nKcDs6d™ L nK cosgdm
: 94,14% 95,78% 94,90%

Figura 5.9: Representacdo da distribuicdo das subpopulacdes de células NK (NK CD56"™ e NK
CD56b"gh‘) nos ensaios post-thaw. Nos graficos de setores estdo representadas as médias
percentuais destas subpopula¢des nos individuos sadios (CTRLE; n=10) e nos diferentes grupos de
pacientes de leishmaniose cuténea estudados: AT (pacientes antes do tratamento; n=6), DT
(pacientes durante o tratamento; n=6) e PT (pacientes apds o fim do tratamento; n=5).
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Para avaliacdo da degranulacdo destas subpopulacdes, foram selecionadas
as células NK CD107a", e, a partir destas, avaliados os percentuais de cada
subpopulacdo com base na densidade de expressdo do CD56. Foi observado que
um percentual extraordinariamente maior de células NK CD56%™ expressaram
CD107a nos pacientes de LC e LM, tanto nos ensaios post-thaw quanto in vitro. A
menor média percentual de células NK CD56%™ CD107a* foi 91,91% (+ 4,04%),
observada no grupo de pacientes DT de LM nos ensaios in vitro sem estimulo. A
Figura 5.11 representa os resultados da distribuicdo das subpopulacdes de NK
CD107a" de individuos do grupo CTRLE e de pacientes de LC obtidos nos ensaios

post-thaw.

CTRLE AT DT PT

NK CD5g0rant NK CD5gPright NK GD5goraht NK CD5g0ront

3,60% |\I 1,27% —\“\|I 1.80% \| 4,45% \I

L Nk coss™ L nk cDse™ L nk coss™™ L Nk cDsg™™
96,40% 98,73% 98,20% 95,55%

Figura 5.10: Representacdo da distribuicdo das subpopulacbes de células NK CD107a” (NK
CD56"™CD107a" e NK CD56”9"CD107a") nos ensaios post-thaw. Nos graficos de setores estdo
representadas as médias percentuais destas subpopula¢cées nos individuos sadios (CTRLE; n=10) e
nos diferentes grupos de pacientes de leishmaniose cuténea estudados: AT (pacientes antes do
tratamento; n=6), DT (pacientes durante o tratamento; n=6) e PT (pacientes apds o fim do tratamento;
n=>5).

5.7 Avaliacédo das subpopulacdes de células NKT

As células NKT séo diferenciadas na literatura por sua expressao de CD4 e
CD8, sendo identificadas trés subpopula¢des funcionalmente distintas em humanos:
NKT CD4°CD8’, NKT CD4°CD8" (duplo negativa — DN) e NKT CD4 CD8" (Hammond
et al, 1999; Godfrey et al, 2000). Deste modo, a partir da definicdo de células NKT
nos grupos estudados, foi possivel avaliar a distribuicdo de suas subpopulagdes com
base nas diferencas de expressdo de CD4 e CD8 nos ensaios post-thaw e nos
ensaios in vitro. Interessantemente, no presente estudo péde ser observada uma

quarta subpopulacéo de células NKT com fenétipo CD4'CD8" (dupla positiva — DP).

69



5.7.1 Distribuicédo das subpopulacfes de células NKT

As proporgdes das subpopulagbes de células NKT se alteraram entre os
ensaios post-thaw e in vitro tanto no grupo CTRLE quanto nos grupos de pacientes.
As tabelas 5.3 e 5.4 resumem o0s dados obtidos nas analises das subpopulacfes de
células NKT dos individuos sadios, dos pacientes de LC (Tabela 5.3) e dos

pacientes de LM (Tabela 5.4) nos ensaios post-thaw e in vitro.

Nos ensaios post-thaw, os individuos do grupo CTRLE apresentaram maiores
percentuais de células NKT CD8" (55,00% + 6,09%), seguidas das NKT CD4"
(21,7% + 2,9%), NKT DN (13,31% * 3,63%) e, com 0S menores percentuais, as NKT
DP (3,96% * 0,91%). Ja nos ensaios in vitro, foi observado um leve aumento das
células NKT CD8" conjuntamente com uma diminuigéo proporcional de células NKT
DN. Sendo assim, a distribuicdo das subpopulacdes de células NKT observada nos

individuos sadios, independente do estimulo, foi: CD8* > CD4" > DN = DP.

Em todos os ensaios os pacientes de LC AT apresentaram seus maiores
percentuais de células NKT sendo CD8" e, os menores, NKT DP. As proporgdes de
células NKT CD4" e DN se alteraram entre os ensaios e nas diferentes condicdes de

cultura, mas isto ndo parece ser devido ao estimulo antigénico.

Os pacientes de LC DT apresentaram percentuais mais elevados de células
NKT DP em comparacgao a todos os outros grupos estudados em todos os ensaios.
Porém, ainda assim, esta subpopulacdo continuou sendo a observada em menor
proporcdo mesmo nestes pacientes. Nos ensaios post-thaw, a distribuicdo das
subpopulacdes nos pacientes de LC DT foi: CD8" > CD4" > DN = DP. Esta mesma

distribuicdo foi observada nos ensaios in vitro sob o estimulo com Ag-Lb.

Os pacientes de LC PT apresentaram algumas oscilagbes na subpopulacao
CD4" nos ensaios, mas estas foram proporcionais as variagbes nas outras
subpopulacdes, ndo parecendo ser em funcdo do estimulo antigénico. As
distribuicbes observadas nestes pacientes foram: CD8" > CD4" = DN > DP (ensaios
post-thaw); CD8" > CD4" = DN > DP (ensaios in vitro — BG); e CD8" > CD4" > DN >
DP (ensaios in vitro — Ag-Lb).

Na avaliacdo da distribuicdo das subpopulacdes nos pacientes de LM foi
observado um aumento de células NKT DN nos ensaios in vitro, quando

comparados aos CTRLE; ou aos mesmos pacientes nos ensaios post-thaw.
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Os pacientes de LM AT apresentaram distribuicdo das subpopulagcbes de
células NKT semelhante a observada nos individuos do grupo CTRLE nos ensaios
post-thaw: CD8" > CD4" > DN > DP. Ja nos ensaios in vitro foram observados
maiores percentuais de células NKT DN (CD8" = DN > CD4" > DP).

Os pacientes de LM DT apresentaram nos ensaios post-thaw as mesmas
proporc¢des observadas nos CTRLE e pacientes de LM AT: CD8" > CD4" > DN > DP.
Ja nos ensaios in vitro, foram observados maiores percentuais de células NKT DN e
menos células NKT CD8" (CD4" = DN > CD8" > DP e DN > CD4" > CD8" > DP, no

BG e sob estimulo antigénico, respectivamente).

Os pacientes de LM PT apresentaram nos ensaios post-thaw distribuicdo
diferente das observadas nos outros grupos estudados. Nestes ensaios, 0s
pacientes PT apresentaram maiores percentuais de células NKT CD8' e,
proporcionalmente, as células NKT CD4" foram detectadas em menores ndmeros,
ficando a proporcdo: NKT CD8" > DN > CD4" = DP. Nos ensaios in vitro com as
células destes pacientes também foram observadas maiores propor¢des de células
NKT DN, sendo observadas as seguintes distribuicdes: CD8" = DN = CD4" > DP, no
BG; e CD8" > DN > CD4" > DP, sob estimulo antigénico.
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Tabela 5.3: Resultados da avaliacédo da distribuicdo de subpopulacées de células NKT nos individuos sadios (CTRLE) e pacientes de leishmaniose cutanea (LC).

post-thaw (%)

in vitro(%)

BG Ag-Lb

CTRLE CD8" > CD4" >DN >DP CD8" > CD4">DN=DP CD8" > CD4"> DN = DP
55,0 (£6,1) > 21,7 (¢2,9) > 13,3 (¢3,6) > 3,9 (x0,9) 60,3 (¢10,9) > 20,5 (¢6,8) > 8,8 (¢3,7) = 7,3 (¥2,5) 59,2 (+11,0) > 21,4 (+6,8) > 9,3 (¥4,6) > 7,6 (+3,0)

AT CD8" > CD4"=DN > DP CD8" > DN > CD4"> DP CD8" > CD4"=DN > DP
61,2 (¢6,7) > 18,8 (¢5,8) = 16,1 (6,1) > 3,3 (x0,8) 38,3 (+9,6) > 30,5 (+10,8) > 26,1 (+8,1) > 3,0 (+1,9) 45,8 (+7,8) > 23,3 (+7,9) = 23,3 (+5,3) > 5,4 (+2,9)

DT CD8">CD4"> DN = DP CD8"'=CD4"> DN =DP CD8">CD4"> DN =DP
47,4 (£12,0) > 21,6 (+7,7) > 12,9 (+5,9) = 14,3 (6,0) 32,1 (8,7) = 28,1 (+9,1) > 16,3 (+4,7) = 19,2 (+6,9) 33,4 (£7,7) > 27,6 (¢7,5) > 18,4 (+5,4) =14,1 (¥4,4)

PT CD8" > CD4"=DN > DP CD8" = CD4" > DN > DP CD8">CD4" > DN > DP
63,2 (+4,4) > 14,2 (¥4,3) = 17,5 (¢7,3) > 4,7(x0,1) 38,3 (+10,7) = 35,2 (+7,9) > 19,6 (+6,7) > 6,6 (+3,5) 43,3 (£9,8) > 34,2 (£6,8) > 15,4 (£5,6) > 6,9 (3,0

Resultados apresentados em porcentagem como média (+ desvio padrdo). CTRLE: grupo controle (n=10); AT: pacientes antes do tratamento (n=6); DT: pacientes durante o tratamento (n=6); PT: pacientes

ap6s o fim do tratamento (n=5). BG: background; Ag-Lb: antigeno particulado de L. (V.) braziliensis.

Tabela 5.4: Resultados da avaliacdo da distribuicdo de subpopulagdes de células NKT nos individuos sadios (CTRLE) e pacientes de leishmaniose mucosa (LM).

post-thaw (%)

in vitro(%)

BG Ag-Lb

CTRLE CD8" > CD4" > DN > DP CD8">CD4"> DN = DP CD8" > CD4"> DN = DP
55,0 (+6,1) > 21,7 (+2,9) > 13,3 (+3,6) > 3,9 (+0,9) 60,3 (¥10,9) > 20,5 (+6,8) > 8,8 (¥3,7) ® 7,3 (¥2,5) 59,2 (£11,0) > 21,4 (+6,8) > 9,3 (+4,6) > 7,6 (£3,0)

AT CD8" > CD4" > DN > DP CD8" = DN > CD4"> DP CD8" = DN > CD4"> DP
68,7 (+13,8) > 14,2 (¥9,5) > 10,6 (+2,6) > 1,5 (x0,7) 34,9 (£9,3) = 35,2 (+11,0) > 23,8 (+2,6) > 4,6 (+2,8) 35,8 (+10,6) = 33,7 (x11,4) > 23,3 (¢8,6) > 5,1 (¥3,3)

DT CD8" > CD4" > DN > DP CD4"'=~DN > CD8"> DP DN > CD4" > CD8" > DP
51,6 (+38,9) >25,8 (+25,1) > 17,8 (¥8,8) > 1,7 (¥1,3) | 34,2 (+25,3) = 38,4 (+19,5) > 19,2 (+11,1) > 3,0 (+0,3) 41,6 (+17,1) > 30,3 (+23,3) >23,5 (+9,9) >2,2 (+1,4)

PT CD8">DN > CD4'=DP CD8" = CD4" =DN > DP CD8' > DN >CD4" > DP
80,0 (£5,7) > 15,6 (¥4,7) > 3,1 (¥1,1) = 1,0 (¢1,0) 36,5 (+6,2) = 31,9 (+15,5) = 27,1 (¥8,4) > 4,3 (+1,9) 45,1 (£10,6) > 34,9 (£17,4) > 16,6 (¢6,0) > 3,2 (¥1,7)

Resultados apresentados em porcentagem como média (+ desvio padrédo). CTRLE: grupo controle (n=10); AT: pacientes antes do tratamento (n=4); DT: pacientes durante o tratamento (n=2); PT: pacientes

ap6s o fim do tratamento (n=3). BG: background; Ag-Lb: antigeno particulado de L. (V.) braziliensis.
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5.7.2 Perfil da expresséo de CD107a pelas subpopulacdes de células NKT

Além da distribuicdo das subpopulacées de NKT em CD8", CD4", DN e DP,
foi avaliado também o perfil de expressdo CD107a por estas células. Para isto, as
células NKT CD107a’ foram selecionadas e avaliadas quanto & expressdo de CD4 e
CD8. As tabelas 5.5 e 5.6 resumem os dados obtidos nas analises do perfil da
expressdo de CD107a pelas subpopulacdes de células NKT dos individuos sadios,
dos pacientes de LC (Tabela 5.5) e dos pacientes de LM (Tabela 5.6) nos ensaios
post-thaw e in vitro.

Nos ensaios post-thaw pbdde ser observado que no grupo CTRLE quase
metade das células NKT expressando CD107a foram CD4", sendo a distribuicdo
observada neste grupo: CD4" CD107"> CD8" CD107" > DP CD107" > DN CD107".
Curiosamente, nos ensaios in vitro, esta distribuicdo se alterou consideravelmente,
sendo observado um acentuado aumento nos percentuais de células NKT CD8"
CD107a" e NKT DP CD107a’*, com uma proporcional diminuicdo de células NKT
CD4" CD107a", ficando a distribuicdo: CD8'CD107a” > CD4" CD107a’ = DP
CD107a* > DN CD107a".

Nos pacientes de LC AT foi observada uma distribuicdo CD8" CD107a" >
CD4" CD107a" > DP CD107a" = DN CD107a’ nos ensaios post-thaw e nas células
cultivadas sem estimulo nos ensaios in vitro. Porém, o estimulo antigénico pareceu
induzir uma maior degranulacao pelas células NKT DN nestes pacientes, resultando
em uma distribuicio CD8" CD107a" > CD4* CD107a" = DN CD107a" > DP CD107a".

Nos pacientes de LC DT foram observados percentuais bastante aumentados
de células NKT DP CD107a" em comparacdo a todos os outros grupos estudados,
nos ensaios post-thaw e, mais acentuadamente, no ensaios in vitro. Nos ensaios
post-thaw, os pacientes DT apresentaram percentuais de expressdo de CD107a
pelas células NKT DP similares as NKT CD8", sendo a frequéncia observada igual a
CD8'CD107a" = DP CD107a" > CD4" CD107a" > DN CD107a". Nos ensaios in vitro
foi observada, concomitantemente com o aumento de NKT DP CD107a*, uma
acentuada diminuicdo de NKT CD8" CD107a"; ficando a distribuicdo observada: DP
CD107a* > CD4" CD107a" = DN CD107a" > CD8"CD107a".

Nos pacientes de LC PT a frequéncia das subpopulacdes expressando
CD107a observada nos ensaios post-thaw foi CD8* CD107a* > CD4" CD107a" = DN
CD107a" > DP CD107a". Nos ensaios in vitro ocorreu um pequeno aumento das

células NKT DP CD107a" em relacédo aos ensaios post-thaw. Assim, nestes ensaios
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in vitro, a distribuicdo observada nas células cultivadas sem estimulo (BG) foi
CD8'CD107a" > CD4" CD107a" = DN CD107a" = DP CD107a"; e, sob estimulo
antigénico pareceu haver um aumento das células NKT DN CD107a", ficando a
distribuicéo igual a: CD8" CD107a" > DN CD107a" > CD4" CD107a* = DP CD107a".

Os perfis de expressao de CD107a pelas subpopulactes de células NKT dos
pacientes de LM foram bastante variados em todos os ensaios. Os pacientes de LM
AT apresentam nos ensaios post-thaw os maiores percentuais de expressao de
CD107a" pelas células NKT CD8" e CD4", seguidas pelas NKT DN e, com 0s
menores percentuais, as NKT DP. Nos ensaios in vitro, esta proporcao é alterada,
sendo as células cultivadas sem estimulo apresentando DN CD107a’ > CD8"
CD107a” > CD4" CD107a" > DP CD107a". Nestes ensaios, o estimulo antigénico
pareceu induzir uma diminuicdo do percentual de células NKT DN e um aumento
das NKT DP, sendo observada a seguinte distribuicdo: CD8" CD107a’ > CD4"
CD107a" = DN CD107a* > DP CD107a".

Os pacientes DT apresentaram nos ensaios post-thaw CD8* CD107a* > CD4"
CD107a" = DN CD107a” > DP CD107a". Ja nos ensaios in vitro foi observada uma
diminuicdo das células NKT CD8" CD107a" com um aumento proporcional de
células NKT DN CD107a’, mas esta alteracdo foi independente do estimulo

antigénico.

Os pacientes de LM PT ndo apresentaram expressdo de CD107a pelas
células NKT DP nos ensaios post-thaw. Nestes ensaios, as células NKT com
maiores percentuais de expressdo de CD107a foram as CD8", seguidas pelas NKT
DN e CD4", as quais exibiram percentuais bastante inferiores. Nos ensaios in vitro,
os perfis de expressdao de CD107a foram variados; entretanto, parece que o

estimulo antigénico induziu um aumento das células NKT DP CD107a".
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Tabela 5.5: Resultados do perfil de expressdo de CD107a pelas subpopulagées de células NKT nos individuos sadios (CTRLE) e pacientes de leishmaniose cutanea (LC).

post-thaw (%)

in vitro(%)

BG Ag-Lb

CTRLE CD4">CD8" > DP > DN CD8" > CD4"=DP > DN CD8" > CD4"= DN = DP
47,4 (£5,4) > 24,8 (£5,6) > 18,5 (+4,4) > 7,7 (+2,2) 455 (+9,8) > 19,4 (#5,1) = 19,8 (¢4,9) > 10,6 (+3,4) 55,1 (£9,6) > 19,7 (+4,9) 13,2 (¢5,2) = 16,7 (+4,7)

AT CD8" > CD4">DN =DP CD8" > CD4"=~DN = DP CD8" > CD4"=DN = DP
53,5 (¥12,6) > 26,7 (+11,9) > 9,3 (¢4,5) = 10,3 (5,7) 61,8 (+15,2) > 16,5 (+9,7) = 11,6 (+7,9) = 8,0 (¢x3,0) 46,6 (+9,0) > 17,7 (8,7) = 20,4 (+4,8)= 14,3 (+7,6)

DT CD8" = DP > CD4" > DN DP > CD4*= DN > CD8" DP > CD4"= DN = CD8"
31,7 (£9,8) = 34,8 (£9,1) > 25,8 (7,2) > 4,5 (+2,9) 39,0 (£10,6) > 23,0 (9,5) = 22,3 (+11,3) > 15,7 (¢5,0) 35,0 (£8,7) >20,7 (£7,2) = 24,8 (+14,6) = 17,6 (£5,7)

PT CD8" > CD4"=DN > DP CD8" > CD4"= DN = DP CD8' > DN > CD4' = DP
61,2 (+11,0) > 16,8 (+9,6) = 15,4 (+7,4) > 6,4(x4,4) 57,9 (x15,2) > 13,2 (¢9,3) = 17,5(¢8,7) = 11,3 (¢6,0) 42,4 (£9,3) > 24,7 (¥11,7) > 16,1 (+8,2) > 16,1 (+6,8)

Resultados apresentados em porcentagem como média (+ desvio padrédo). CTRLE: grupo controle (n=10); AT: pacientes antes do tratamento (n=6); DT: pacientes durante o tratamento (n=6); PT: pacientes

ap6s o fim do tratamento (n=5). BG: background; Ag-Lb: antigeno particulado de L. (V.) braziliensis.

Tabela 5.6: Resultados do perfil de expressdo de CD107a pelas subpopulacdes de células NKT nos individuos sadios (CTRLE) e pacientes de leishmaniose mucosa (LM).

post-thaw (%)

in vitro(%)

BG Ag-Lb
CTRLE CD4">CD8" > DP > DN CD8" > CD4"=DP > DN CD8" > CD4"=DN = DP
47,4 (£5,4) > 24,7 (£5,6) > 18,5 (¥4,4) > 7,7 (+2,2) 45,5 (+9,8) > 19,4 (+5,1) = 19,8 (¢4,9) > 10,6 (3,4) 55,1 (£9,6) > 19,7 (¢4,9) 13,2 (¢5,2) = 16,7 (¢4,79)
AT CD8"=CD4" >DN >DP DN > CD8" > CD4"> DP CD8"'=CD4'=DN > DP
43,6 (+18,4) =40,7 (+17,9) > 11,8 (+4,6) > 2,9 (+1,7) 44,1 (29,7) > 29,9 (£12,7) > 17,2 (¥11,1) > 7,4 (#5,9) | 32,3 (+17,1) = 24,7 (+11,1) = 28,4 (+10,1) > 13,7 (+7,0)
DT CD8" > CD4" = DN > DP DN > CD8" = CD4"> DP DN > CD4" = CD8" > DP
50,6 (+44,2) > 24,2 (+24,2) = 23,5 (+18,4) > 1,6 (+x1,6) | 41,8 (¥12,2) > 24,4 (¥21,6) = 23,9 (+23,9) > 1,4 (¥1,4) | 52,4 (¥11,6) > 25,5 (+25,5) = 20,0 (15,9) > 1,0 (+1,0)
PT CD8" > CD4" =DN CD8" > DN >CD4" > DP CD8" > DN > DP > CD4"
72,2 (¥20,0) > 17,6 (¢9,6) = 14,8 (x11,1) 57,0 (+22,0) > 27,6 (+16,1) > 13,5 (+13,5) > 1,8 (+1,8) 44,3 (+8,0) > 29,8 (21,4) > 18,1 (¥15,9) > 7,5 (+7,5)

Resultados apresentados em porcentagem como média (+ desvio padrédo). CTRLE: grupo controle (n=10); AT: pacientes antes do tratamento (n=4); DT: pacientes durante o tratamento (n=2); PT: pacientes

ap6s o fim do tratamento (n=3). BG: background; Ag-Lb: antigeno particulado de L. (V.) braziliensis.
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6. DISCUSSAO

A leishmaniose tegumentar Americana € um dos principais problemas de
salude publica em muitas regides do mundo, sendo endémica no Brasil, onde ja
foram notificados casos em todos os estados (SVS, 2010). A principal espécie
causadora da doenca no pais é a L. (V.) braziliensis, que, apés ser transmitida ao
ser humano por flebotomineos, infecta macrofagos e células dendriticas (DC),
causando lesbes na derme e, em casos mais graves, nas mucosas oral e nasal. A
variedade de formas clinicas e gravidade da doenca séo reflexos da contribuicdo de
diferentes fatores de viruléncia do parasito e respostas do hospedeiro (Carvalho et
al, 2012).

Para o tratamento da leishmaniose o Ministério da Saude preconiza
esquemas terapéuticos com antimoniais pentavalentes, que, apesar de serem
considerados eficazes, possuem efeitos colaterais acentuados, necessitando assim
de monitoramento e hospitalizacdo em muitos casos. Tais farmacos vém sendo
utilizado ha muitas décadas, o que tem gerado cada vez mais relatos de resisténcia
ao medicamento (SVS, 2010; Sundar & Chakravarty, 2013). Assim, a melhor
estratégia para o controle dessa doenca seria 0 desenvolvimento de uma vacina
capaz de promover uma resposta imunologica eficaz, que controle a infeccdo e
previna o dano tecidual progressivo. Contudo, para atingirmos progressos no
desenvolvimento de estratégias mais eficazes de controle da doencga, seja na
formulacdo de vacinas ou melhorias nos farmacos, € necessario um maior

entendimento da resposta imunoldgica associada a cura e a protecao.

O desenvolvimento de uma resposta imune protetora contra patdgenos
intracelulares requer a acado coordenada de diversos tipos celulares das respostas
imunes inata e adaptativa. Na tentativa de elucidar os mecanismos associados a
cura ou progressdo da infeccdo, muitos estudos tém sido realizados utilizando
modelos experimentais em animais ou in vitro; entretanto, ainda néo esta elucidado
qual o perfil de resposta imune € necessario para controlar a doenca e quais as
diferencas entre os pacientes que desenvolvem a leishmaniose e aqueles que a
curaram espontaneamente ou sob terapia antimonial (Brelaz-de-Castro et al, 2012).
E importante salientar que a grande maioria destes estudos tem como foco a

avaliacdo das citocinas envolvidas nas respostas imunes nas diferentes formas
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clinicas e pouco é conhecido acerca do papel das células efetoras citotdxicas na
LTA (Stager & Rafati, 2012). Alguns estudos associam o papel citotoxico dos
linfocitos T CD8" no controle e prote¢do da infeccdo (Coutinho et al, 1984; da
Conceicéo-Silva et al, 1994; Muller et al, 1994; Russo et al, 1999; Colmenares et al,
2003; Bousoffara et al, 2004), enquanto outros apontam para um papel na injaria
tecidual (Barral-Netto et al, 1995; Brodskyn et al, 1997; Santos et al, 2013).

Neste contexto, o desenho experimental deste trabalho foi idealizado a partir
do interesse em preencher as lacunas do conhecimento acerca do papel da
citotoxicidade na LTA, ndo s6 em relacdo & ac&o dos linfocitos T CD8", mas também
de todas as populacdes capazes de exercer esta atividade, como p.ex. as células
NK, NKT e linfocitos T CD4" citotdxicos. Para isto, o presente trabalho envolveu dois
tipos de abordagens experimentais: ensaios post-thaw, com intuito de identificar a
frequéncia das populacbes celulares citotoxicas e a degranulacdo que estaria
ocorrendo in vivo; e ensaios in vitro, para avaliar a degranulacdo destas células
frente os antigenos de Leishmania. A citometria de fluxo foi a ferramenta de escolha
para determinar a frequéncia de linfocitos T CD8", linfocitos T CD4", células NK e
células NKT, e seus perfis citotoxicos, através da expressdo de CD107a, em

amostras de sangue periférico obtidas de pacientes de LC e LM.

E importante ressaltar que a maioria dos pacientes apresenta uma resposta
satisfatoria a terapia antimonial, principalmente aqueles com a forma cutanea. Isto
nos leva a especular que, nos individuos que curam, mesmo através de mecanismos
ndo esclarecidos, esta terapia promove uma mudanca benéfica na resposta do
hospedeiro ao parasita, seja na destruicéo direta deste ou auxiliando na capacidade
do hospedeiro de combaté-lo (De Oliveira-Neto et al, 2000; Brelaz-de-Castro et al,
2012). Ainda, em estudos de perfis de produgcdo de citocinas, foi observado que
pacientes apo6s o0 tratamento antimonial exibiram perfis semelhantes aos
apresentados por individuos que curaram espontaneamente (Brelaz-de-Castro et al,
2012). Deste modo, o perfil imunoldgico observado nos pacientes apés o tratamento
pode ser associado como um perfil de resposta eficaz. Sendo assim, na tentativa de
identificar as caracteristicas da reposta imune associada ao processo de cura
clinica, os pacientes foram avaliados com a doenca ativa e em dois momentos

distintos do tratamento: durante a terapia antimonial e ap6s o término da mesma.

A partir dos ensaios post-thaw, péde ser observado que os linfécitos T CD4"

sdo a populagdo mais abundante, seguida pelos linfécitos T CD8", pelas células NK
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e NKT em todos os grupos de pacientes e no grupo controle. Isto mostra que,
apesar dos percentuais de cada populacdo variar entre os grupos, este perfil de
distribuicdo se mantém independente da presenca da doenca ou da fase do
tratamento. Esta manutencdo de uma maior propor¢do de linfocitos T CD4" em
comparacgdo aos linfocitos T CD8* também foi observada por outros autores em
analises ex vivo de células de pacientes de LC antes e apds o tratamento e de
individuos sadios (Botelho et al, 2009; Brelaz-de-Castro et al, 2012). Entretanto, uma
mudanca na proporcao destas células ja foi observada em estudos de linfécitos
reativos a antigenos de Leishmania, sendo observada nos pacientes com a doenca
ativa uma maior propor¢édo de linfocitos T CD4" reativos, enquanto nos pacientes
apds o tratamento os percentuais de linfocitos T CD8" se igualaram ou chegaram a
ultrapassar os de linfocitos T CD4" (Da-Cruz et al, 1994, 2002; Coutinho et al, 1996;
Toledo et al, 2001).

Avaliando-se a frequéncia dos linfocitos T CD8" circulantes dos pacientes de
LC, foram observados menores percentuais nos pacientes AT quando aos outros
grupos estudados, o que pode estar relacionado ao processo infeccioso que ocorre
nesta fase clinica da doenca. Este resultado estd de acordo com experimentos
anteriores do nosso laboratério e de outros grupos, e pode estar relacionado a
inducdo de apoptose nestes linfécitos (Ferraz, 2011), assim como a um
recrutamento preferencial destes para o local da lesdo (Mendes-Aguiar et al, 2009;
Santos et al, 2013). A apoptose de linfocitos T CD8" durante a fase ativa da
leishmaniose cutanea também foi observada em les6es de pacientes, indicando que
a doenca ativa estaria relacionada a uma deple¢cédo destes linfocitos (Bertho et al,
2000). Com o tratamento e apds a cura clinica foi observado que os percentuais de
linfécitos T CD8" de pacientes de LC tenderam a voltar aos niveis de normalidade
(CTRLE). Uma reconstituicdo aos niveis normais de linfocitos T CD8" em pacientes
de LC ap0s o tratamento antimonial também foi observada por Ferraz (2011).

Similarmente ao observado com os linfécitos T CD8", os linfocitos T CD4"
também foram detectados em menor nimero nos pacientes de LC com a doencga
ativa, o que também pode estar associado ao processo infeccioso com recrutamento
destes para a lesdo (Mendes-Aguiar et al, 2009; Santos et al, 2013). Os niveis de
linfécitos T CD4™ nos pacientes de LC durante e apds o tratamento pareceram estar

ligeiramente elevados; porém, como a diferengca do percentual médio entre estes e
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0s pacientes antes do tratamento foi pequena, ndo é possivel conjeturar se estes

niveis tendem a retornar aos padrées de normalidade.

Maiores percentuais de células NK e NKT foram observados em todos os
grupos de pacientes de LC em relacdo ao grupo CTRLE. Os percentuais médios
nestas populacbes pareceram diminuir com o tratamento e apds a cura clinica
recente, sendo possivel que retornem aos niveis de normalidade ap6s um maior

tempo de cura.

E sabido que as células NK apresentam um aumento rapido e transitério nos
momentos iniciais da leishmaniose cutanea, mas seus percentuais reduzem em
namero apos alguns dias. Em estudos de modelos murinos infectados por L. (L.)
major, as células NK participam da imunidade inicial nos trés primeiros dias, tendo
depois seus percentuais reduzidos (Laskay et al, 1993; Scharton & Scott, 1993). Em
modelos de infeccdo por L. (L.) major e L. (L.) aethiopica foi observada uma
significante diminuicdo no numero de células NK devido a uma inibicdo da
proliferacdo destas ao interagirem com promastigotas de Leishmania (Lieke et al,
2008, 2011). Menores percentuais na fase ativa da leishmaniose também foram
observados em outras formas clinicas de leishmaniose. Maasho e cols. (1998)
observaram menores percentuais de células NK em pacientes com LC ativa em
areas de transmisséo de L. (L.) aeothipica em relacéo aos individuos sadios, e estes
percentuais aumentaram e retornaram aos niveis de normalidade com a cura clinica.
Resultados similares a estes foram observados também na LV (Cenini et al, 1993).
Ainda, na LCD causada por L. (L.) mexicana e L. (L.) amazonensis foi observado um
grande influxo de células NK para lesbes de pacientes com LCD ativa, o que poderia
estar relacionado aos menores percentuais destas observados no sangue periférico
(Salaiza-Suazo et al, 1999; Pereira et al, 2009). Assim, com base nestes dados
descritos na literatura, era esperada a deteccdo de menores percentuais de células
NK nos pacientes de LC ativa, o que nao foi observado no presente trabalho.
Contudo, talvez na LC causada por L. (V.) braziliensis o maior numero de células NK
no sangue periférico esteja associado ao processo infeccioso, com a diminui¢do
relacionada ao processo de cicatriza¢do da lesdo e cura clinica; apontando para um
papel ndo protetor destas células, como ja sugerido por outros autores (Barral-Netto
et al, 1995; Machado et al, 2002).

Estudos sobre a distribuicdo das células NKT na LTA sdo extremamente

escassos, nao tendo sido documentado na literatura se estas células alteram seus
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percentuais com a doenca, com o tratamento antimonial ou com a cura clinica. Em
concordancia com os dados encontrados no presente estudo, maiores percentuais
de células NKT foram observados em infeccbes por outros protozodarios, como
Plasmodium vivax e P. falciparum e Trypanosoma cruzi (Gonzalez-Aseguinolaza et
al, 2000; Vitelli-Avelar et al, 2006).

Além da avaliagéo da distribuicdo de linfécitos T CD8", T CD4", células NK e
NKT, o intuito deste trabalho foi também analisar seus papéis citotoxicos na
leishmaniose. Tendo em vista as metodologias atualmente disponiveis para analise
da citotoxicidade, a escolha da utilizacdo de um marcador para a molécula CD107a
e sua avaliacdo por citometria de fluxo foi devido a aspiragcdo de uma avaliacdo
fenotipica e funcional precisa. Deste modo, foi possivel caracterizar os perfis de

distribuicdo e de degranulacéo das populacfes de interesse.

Embora esta seja uma metodologia rapida e sensivel, alguns pontos séo
importantes para a obtencdo 6tima dos resultados. As moléculas de CD107a séo
geralmente residentes de membranas lisossomais, mas podem ser detectadas na
superficie de algumas células do sangue periférico, como em plaquetas ativadas
(Silverstein & Febbraio, 1992; Eskelinen et al, 2003). Ainda, por quase todas as
células apresentarem estas moléculas no interior de membranas lisossomais, em
casos de permeabilizacdo da membrana (como em processos de morte celular) as
células podem passar a expressar estas moléculas na superficie. Deste modo, uma
estratégia de gates bem definida é extremamente importante neste tipo de analise
(Betts & Koup, 2004). Nos ensaios de deteccdo de CD107a in vitro é extremamente
importante e essencial a utilizacdo de um inibidor de transporte protéico com
monensina durante o periodo de cultivo, a fim de impedir que o anticorpo anti-
CD107a seja reinternalizado e que o fluorocromo seja degradado pelo pH &cido do

meio (Mollenhauer et al, 1990).

Contudo, a deteccdo de CD107a na membrana externa das célula viaveis so
€ possivel durante o processo de degranulacdo. Para que este processo ocorra, é
necesséria a ativagdo das células. Deste modo, é provavel que as células em
degranulacdo ja tenham sido ativadas e estejam atuando em resposta a algum

estimulo.

Os linfécitos T CD8" e T CD4" apresentaram maiores percentuais de
expressdo de CD107a, ou seja, maiores percentuais de células em degranulacao,

em todos os grupos de pacientes de LC em relacdo ao CTRLE. Estes percentuais
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foram mais elevados nos pacientes durante o tratamento, tendendo a diminuir com a
cura clinica. E possivel que esta maior atividade citotoxica dos linfocitos T CD8" e T
CD4" nos pacientes durante o tratamento antimonial seja devido a uma maior
ativacado destes linfécitos nesta etapa. Assim, esta atividade pode estar relacionada
ao processo de cura clinica, sendo observada uma diminuicdo nos PT. Mendonca e
cols. (1986) observaram maiores indices de proliferacdo linfocitaria frente antigenos
de L. (V.) braziliensis em pacientes durante o tratamento antimonial em comparacao
aos pacientes com a doenca ativa, relacionando esta proliferacdo acentuada de
linfocitos especificos aos antigenos a destruicdo dos parasitos e progressao para a
cura, juntamente com os efeitos benéficos da terapia. Ainda, (Toledo et al, 2001)
sugeriram que o alto indice de proliferacédo de linfocitos especificos aos antigenos de
Leishmania nos pacientes durante a terapia estaria relacionado a persisténcia in vivo
do parasito e, no decorrer da evolucdo para a cura, o estimulo antigénico diminui,
juntamente com a resposta imunolégica. Assim, esta maior responsividade dos
linfécitos observada nos pacientes de LC durante a terapia por outros autores pode
estar relacionada a uma maior ativacdo destes e, consequentemente, a uma maior
atividade citotoxica, o que foi observado no presente estudo neste grupo de
pacientes. A maior ativacdo, proliferacdo e atividade citotoxica observadas neste
trabalho e por outros grupos de pesquisa nos pacientes durante o tratamento
antimonial provavelmente se devem também aos efeitos da terapia, que, em
conjunto, levam a cura clinica. Como o0s antimoniais s&o leishmanicidas,
provavelmente estdo atuando na destruicdo dos parasitos e, devido a isso, pode
estar havendo uma maior liberacdo de antigenos circulantes, o que aumentaria a

ativacao e a resposta celular (Coutinho et al, 1996).

O percentual de linfocitos T CD4" em degranulacdo apds o tratamento parece
retornar aos niveis de normalidade (grupo CTRLE). Os linfécitos T CD8" dos
pacientes PT apresentaram percentuais de degranulacdo ligeiramente inferiores em
comparacao aos pacientes DT, mas ainda parecem ser mais elevados que o0s
observados nos AT e nos CTRLE. Porém, como o grupo dos PT foi um grupo de
cura recente, € possivel que os niveis de degranulacédo destes linfécitos retomem os

niveis de normalidade apés um tempo de cura maior.

Inversamente ao observado nos linfocitos, as células NK apresentaram menor
média percentual em degranulagdo em todos os grupos de pacientes de LC em

relacdo ao grupo CTRLE, sendo 0s menores percentuais de células NK
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degranulando nos pacientes DT. Estes resultados condizem com uma inibicdo
funcional destas células nas leishmanioses documentada na literatura. Na LV foi
observada uma supresséo da atividade citotoxica destas células nos pacientes com
a doenca ativa (Manna et al, 1993), além de resisténcia nas DC a lise por células
NK, por um mecanismo de aumento de expressao de HLA-E, que é um ligante do
receptor inibitério CD94/NKG2A das células NK (Campos-Martin et al, 2006). Em
estudos com L. (L.) aethiopica e L. (L.) major foi demonstrado haver ndo s6 uma
supressdo da atividade citotoxica, como também da proliferacdo das células NK
devido ao contato com ligantes da Leishmania (Lieke et al, 2008, 2011). Apesar de
no presente estudo nao ter sido observada uma menor frequéncia de células NK,
que estaria associada a supressao da proliferacdo destas, foi possivel notar uma

N e ep s

ja relatada.

As células NKT em degranulacdo se apresentaram em maiores percentuais
nos pacientes DT, como observado nos linfécitos T CD8" e T CD4"; e os percentuais
observados nos AT e PT foram similares aos CTRLE. Esta maior atividade citotoxica
nos pacientes DT também pode estar relacionada a uma maior ativacdo destas
durante o tratamento pela persisténcia do parasito em conjunto com os efeitos
benéficos da terapia antimonial. Vale notar que as células NKT apresentam maiores
percentuais de expressdo de CD107a em comparacdo as outras populacdes
estudadas, ressaltando um maior comprometimento desta populacédo celular com a

funcéo citotoxica.

Poucos séo os estudos de células NKT nas leishmanioses, sendo a maior
parte destes em relagdo a seu reconhecimento antigénico e produgéo de citocinas
na LV (Stanley et al, 2008; Rai et al, 2011; Robert-Gangneux et al, 2012). O
conhecimento que se tem na leishmaniose cutédnea € centrado no papel das células
NKT como produtora de citocinas, atuando no direcionamento de uma resposta
inflamatoria tipo | ou em uma imunoregulagdo pela producdo de citocinas Th2
atraveés de suas interacdes com DC (Ishikawa et al, 2000; Wiethe et al, 2008; Joyee
et al, 2010). Entretanto, pouco € conhecido acerca do papel citotoxico das células
NKT nesta patologia. Sdo fortes os indicios de que estas células desempenhem
funcBes importantes nas leishmanioses, ja que estas sdo capazes de reconhecer o
LPG de Leishmania e interagir diretamente com DC (Amprey et al, 2004, 200;
Wiethe et al, 2008). E sabido que DC sdo capazes de regular seus receptores CD1d
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positivamente (Campos-Martin et al, 2006) ou negativamente (Donovan et al, 2007),
aumentando ou diminuindo assim a capacidade de reconhecimento antigénico pelas
células NKT.

Os experimentos in vitro foram realizados para avaliar a influéncia dos
antigenos de L. (V.) braziliensis no comportamento das células, com intuito de
simular a resposta antigénica especifica que ocorre in vivo. E sabido que as células
de sangue periférico apresentam uma degranulacdo basal, inespecifica, que é
tipicamente baixa (Kannan et al, 1996). Por este motivo, como a finalidade do
presente trabalho foi avaliar somente a resposta especifica aos antigenos de
Leishmania, os valores da expressdo de CD107a detectados nas células cultivadas
sem estimulo foram subtraidos dos valores obtidos das células cultivadas frente aos

antigenos especificos.

Individuos sadios praticamente ndo apresentaram degranulacdo especifica
aos Ag-Lb pelos linfocitos T CD8" e T CD4", provavelmente pelo fato destes
individuos nunca terem entrado em contato com antigenos de Leishmania. Assim,
como células da imunidade adaptativa, estas ndo foram capazes de serem ativadas
e degranularem por ndo terem tido reconhecimento antigénico prévio. Este resultado

confirma o carater especifico da degranulacéo analisada no presente estudo.

Os linfocitos T CD8" de pacientes de LC AT e PT apresentaram degranulagéo
especifica aos Ag-Lb, sendo maiores o0s percentuais nos pacientes PT. Esta
degranulacdo especifica provavelmente esta relacionada ao reconhecimento
antigénico ter ocorrido previamente in vivo e, apds novo contato com os antigenos in

vitro, estes linfocitos sdo ativados e degranulam em resposta ao antigeno.

No entanto, os percentuais de linfocitos T CD8" em degranulagdo de
pacientes de LC DT foram significantemente inferiores aos apresentados pelos
pacientes AT e PT. Interessantemente, nos ensaios post-thaw os linfocitos T CD8”
dos pacientes DT foram o0s que apresentaram 0S maiores percentuais de
degranulacdo em comparacéo aos outros grupos estudados. Uma possibilidade para
estar havendo esta menor resposta especifica aos Ag-Lb por estes linfocitos dos
pacientes DT nos experimentos in vitro € a possivel ocorréncia de um processo de
morte celular induzida por ativagdo (activation-induced cell death — AICD) (Brunner
et al, 1995; Kabelitz et al, 1995; Green et al, 2003), com consequente
comprometimento da funcionalidade. Os linfécitos T CD8" dos pacientes DT se

apresentaram com maior atividade citotdxica, estando provavelmente mais ativados,
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e, ao entrarem em contato permanente com os Ag-Lb in vitro, podem ter sofrido
AICD. Um estudo com amostras de sangue periférico de pacientes de LC durante a
terapia antimonial demonstrou um elevado percentual de linfocitos T CD8" efetores
em apoptose apoOs estimulo com antigenos particulados de L. (V.) braziliensis,

sugerindo a ocorréncia de AICD nesta subpopulacao (Ferraz, 2011).

Curiosamente, diferente do que foi observado nos linfécitos T CD8", os
percentuais de degranulacdo dos linfocitos T CD4" foram baixos nos pacientes AT,
tanto quanto nos DT, sendo somente expressivos nos PT. Talvez esta menor
resposta especifica possa estar também associada a uma possivel ocorréncia de
AICD. Porém, como também foi observada nos pacientes AT, tal associacdo
somente se justifica se estes linfécitos T CD4" citotoxicos forem mais susceptiveis a
AICD. Entretanto, existe outra possibilidade, visto que 0s mecanismos que regulam
a citotoxicidade nos linfécitos T CD4" e T CD8" séo diferentes: enquanto os linfocitos
T CD8" ja expressam RNAm para perforina transcrito e parecem manté-lo durante
seus processos migratérios, os linfocitos T CD4" necessitam de ativacdo de seu
TCR para induzirem a expressdo de perforina (Liu et al, 2005; Niiya et al, 2005;
Pipkin et al, 2010). Deste modo, é possivel que os linfocitos T CD8" sejam primados
para um desenvolvimento imediato da funcdo citotoxica quando em um estado
naive, enquanto mais estimulos e um maior tempo apos estimulacdo sao
necessarios para converter os linfocitos T CD4" em citotoxicos (Marshall & Swain,
2011). Adicionalmente, é sabido que um ambiente polarizado para uma resposta
Thl nZo é ideal para a geracéo de linfocitos T CD4" citotdxicos (Pipkin et al, 2007),
sendo estes linfocitos melhor induzidos sob uma condi¢gdo ThO (Brown et al, 2009).
Sendo assim, talvez os Ag-Lb, o periodo e as condi¢cfes de cultura ndo tenham sido
sufucientes para ativar e fazer com que estes linfocitos degranulassem. A
degranulacdo especifica em resposta ao Ag-Lb observada nos pacientes PT pode
ter sido resultado da presenca de uma condicdo homeostasica (com predominancia
de um ambiente ThO) e melhores condi¢gfes funcionais destes linfécitos de reagirem
aos estimulos, devido a cura clinica da patologia e menor contato destes com o0s

antigenos in vivo.

O percentual médio de células NK em degranulacdo foi maior do que o de
linfécitos T CD8™ e T CD4" em todos os grupos estudados. Porém, nesta populacdo
celular, o Ag-Lb teve influéncia tanto sobre as células dos pacientes quanto sobre as

dos CTRLE. As células NK sé&o células da imunidade inata e, embora reconhecam
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ligantes especificos, ndo possuem especificidade antigénica (Kos & Engleman,
1996). Sendo assim, tanto as células NK dos individuos sadios quanto dos pacientes
foram capazes de exercer sua atividade citotoxica quando em contato com os Ag-Lb.

Em relacéo as células NKT, foi possivel observar degranulacdo especifica ao
Ag-Lb nas células NKT do grupo CTRLE, mas esta foi acentuadamente inferior a
observada nos pacientes de LC AT e PT. Estas células apresentam caracteristicas
dos sistemas imunes inato e adaptativo e, apesar de normalmente reconhecerem
antigenos processados e apresentados pela molécula CD1d (Bendelac et al, 1995),
podem também ser ativadas por TLRs da imunidade inata (Kinjo et al, 2005). Assim,
espera-se que estas células possam apresentar uma ativacao e atividade citotdxica
tanto pelo reconhecimento de padrées moleculares associados a patégenos, quanto
pelo reconhecimento de antigenos glicolipidicos especificos. Talvez por este motivo,
tanto as células NKT de individuos sadios quanto de pacientes apresentaram

degranulacao frente ao estimulo com Ag-Lb, sendo esta menor no grupo CTRLE.

Interessantemente, o perfil de degranulacdo das células NKT dos pacientes
de LC foi muito semelhante ao observado nos linfocitos T CD8": pacientes AT e PT
apresentando maiores percentuais de degranulacdo especifica aos Ag-Lb nos
ensaios in vitro; e uma auséncia desta degranulacéo especifica nos pacientes DT.
Vale ressaltar ainda que, similar ao observado nos linfécitos T CD8" nos ensaios
post-thaw, as células NKT dos pacientes DT foram as que apresentaram maiores
percentuais de degranulacdo em comparacdo aos outros grupos de pacientes e ao
grupo CTRLE. Neste contexto, uma possivel ocorréncia de AICD também nesta
populacao celular pode estar levando a um comprometimento de sua funcionalidade
no grupo de pacientes DT. Em concordancia com esta hipétese, ocorréncia de AICD
de células NKT ja foi descrita em modelos murinos (Eberl & MacDonald, 1998; Leite-
de-Moraes et al, 2000; Fujii et al, 2003)

Em relacdo aos pacientes de LM, estes apresentaram consideraveis
diferencas de distribuicdo e atividade citotoxica das populacdes celulares estudadas
em relagcdo aos pacientes de LC. Todavia, é apropriado enfatizar que a amostragem
dos grupos de pacientes de LM foi menor que dos pacientes de LC, principalmente
no grupo DT. Neste grupo, como a amostragem foi de apenas dois pacientes, nao foi

possivel a comparacao estatistica com 0s outros grupos.

Diferentemente dos pacientes de LC, os pacientes de LM apresentaram as

menores frequéncias de linfécitos T CD8" e T CD4" nos pacientes DT, e n&o nos
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pacientes AT. Porém, como ja destacado, este grupo de pacientes teve uma
amostragem muito pequena. Uma menor média de percentual nos pacientes DT foi
observada em todas as células. Contudo, a distribuicdo de linfécitos T CD8" e
T CD4" em relacdo aos pacientes AT e PT e aos individuos CTRLE se manteve
similar ao observado na LC. As células NK e NKT se apresentaram mais elevadas
nos pacientes AT em comparac¢ao aos individuos CTRLE e, apesar de nos pacientes
DT ter sido observada média similar aos CTRLE, seus percentuais voltaram a ser
mais elevados nos pacientes PT; diferente do observado nos pacientes de LC. Em
relacao ao perfil de degranulacdo das células dos pacientes de LM nos ensaios post-
thaw, foi possivel observar que o perfil de degranulacdo dos linfocitos T CD8" e
TCD4" nos individuos do grupo CTRLE e nos pacientes AT e PT foram semelhantes
ao observado nos pacientes de LC; porém o grupo de pacientes DT apresentou
resultado inverso, com as menores meédias entre todos os grupos estudados. As
células NKT apresentaram perfis de degranulacdo semelhante ao observado nos
pacientes de LC; enquanto as células NK apresentaram um perfil de degranulacéo
distinto, com os pacientes AT e DT com maiores percentuais de degranulacdo do
gue os CTRLE, e estes percentuais tendendo a retornar aos niveis de normalidade
com a cura clinica. Em conjunto, estes dados apontam para a necessidade de uma
amostragem maior, visto ainda que houve um maior contraste de resultados em
relacdo ao grupo de pacientes DT, que foi 0 grupo com menor niumero de individuos.
Desta forma, ndo foi possivel conjecturar se estas diferencas imunologicas
encontradas entre os pacientes de LC e LM, principalmente no grupo de pacientes
DT, sdo reais ou devidos a amostragem reduzida.

Os resultados dos pacientes de LM encontrados nos ensaios in vitro foram
mais intrigantes. A forma mucosa da leismaniose € caracterizada por uma
hiperatividade da resposta imune celular, onde os pacientes apresentam teste de
Montenegro mais reativo e maiores indices de citotoxicidade por linfocitos T CD8" e
células NK do que os pacientes de LC (Carvalho et al, 1985; Brodskyn et al, 1997,
Ribeiro-de-Jesus et al, 1998). Assim, era esperado observar maiores percentuais de
degranulacdo em resposta aos antigenos de Leishmania nos pacientes de LM
estudados. No entanto, no presente estudo, foram observados percentuais
baixissimos ou nulos de degranulacdo especifica aos Ag-Lb por todas as
populacdes celulares estudadas dos pacientes de LM em todas as fases avaliadas.
Estes resultados indicam haver uma depressdo da resposta efetora, o que nao é

caracteristico da forma mucosa, mas sim da forma difusa da doenca. Pacientes com
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a forma difusa apresentam comprometimento da atividade citotoxica de linfocitos T
CD8" frente a macrofagos infectados com L. (L.) mexicana, o que foi associado a um
microambiente supressor e a persisténcia antigénica devido aos longos periodos de
evolucdo da doenca nestes pacientes (Hernandez-Ruiz et al, 2010). Talvez esta
possa ser uma explicacdo para a falta de resposta citotoxica especifica aos
antigenos de Leishmania pelos pacientes de LM, ja que estes relataram periodos
mais longos de evolucgéao clinica (Tabela 5.2). Ainda, talvez possa estar havendo in
vivo uma maior disseminacdo dos antigenos de Leishmania em comparacdo aos
pacientes de LC, acentuando a persisténcia parasitéria, que levaria a um mecanismo

de “exaustao” celular. Contudo, como ja enfatizado, se torna ainda necessario uma

maior amostragem para que seja possivel uma melhor discusséo destes resultados.

Além da avaliacdo da distribuicdo das populacdes celulares de interesse
(linfécitos T CD8*, T CD4", células NK e NKT) e sua atividade citotdxica, foram
analisadas também algumas subpopula¢des singulares e pouco pesquisadas.
Geralmente as células NK e NKT sdo estudadas como sendo uma populagédo
homogénea, mas estudos comprovam que estas populacdes sado divididas em
subpopulacdes fenotipica e funcionalmente distintas. Nos seres humanos, as
subpopulacdes de células NK sdo distinguidas com base na densidade de
expressdo de CD56, sendo assim divididas em CD56%™ e CD56"9" (Lanier et al,
1986; Cooper et al, 2001). Apés a anadlise das células NK e de sua expressédo de
CD56 foi possivel determinar que mais de 90% das células NK expressaram
CD56%™. Estes resultados estéo de acordo com o descrito na literatura (Lanier et al,
1986; Cooper et al, 2001) e foram observados em todos os grupos estudados
(individuos sadios e pacientes de LC e LM), tanto nos ensaios post-thaw quanto nos
ensaios in vitro, independente do estimulo utilizado. Isto evidencia que a proporc¢éo
das subpopulacdes de células NK néo se altera com a presenca da patologia ou
com o tratamento, demonstrando haver a manutencéo de uma distribuicao fisiologica
nos pacientes. Em relacdo a atividade citotoxica destas subpopula¢cbes, nossos
resultados também se mostraram de acordo com a literatura, sendo a subpopulagéo
CD56%™ a mais citotoxica (Lanier et al, 1986). Em todos os grupos estudados e
ensaios realizados foi possivel observar que mais de 90% das células NK que
6dim

expressaram CD107a eram CD56 ", evidenciando que a presenca da patologia ndo

altera o perfil citotdxico destas subpopulagdes.
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Ja as subpopulacbes de células NKT foram bastante variaveis entre os
grupos estudados e ensaios realizados. Células NKT humanas séo divididas em trés
subpopulacdes de acordo com seus perfis de expressdo de CD8 e CD4: CD8'CD4
(CD8"), CD8'CD4" (CD4") e CD8CD4 (duplo-negativas — DN) (Hammond et al,
1999; Gadola et al, 2002; Gumperz et al, 2002; Takahashi et al, 2002). Contudo, no
presente estudo, foi possivel observar uma porcentagem significante de células NKT
com perfil CD8"CD4", ou seja, duplo-positivas (DP). Células NKT DP em proporcdes
consideraveis ja foram observadas por outros autores em individuos sadios (Zloza &
Al-Harthi, 2006; Montoya et al, 2007; O'Reilly et al, 2011) e, apesar de serem
geralmente ignoradas devido a seus baixos percentuais, estas parecem sim consistir

em uma subpopulacéo singular de células NKT.

Os individuos sadios e todos os grupos de pacientes de LC apresentaram 0s
maiores percentuais de células NKT sendo CD8" em todos os ensaios realizados. A
distribuicdo das subpopulagcbes de células NKT descrita na literatura é bastante
variavel; no entanto, maiores proporc¢des de células NKT CD8" ja foram observadas
também por outros autores em individuos sadios e em pacientes com outras
patologias (Gumperz et al, 2002; Carvalho et al, 2010). Dados da distribuicdo destas

subpopulac¢des na LTA ainda nao foram documentados.

Entre as variacdes das propor¢des de subpopulacbes de células NKT, alguns
resultados séo particularmente interessantes de serem ressaltados. Os individuos
sadios exibiram propor¢des ligeiramente inferiores de células NKT DN nos ensaios in
vitro (em comparacdo aos ensaios post-thaw), com um proporcional aumento de
NKT CD8" e DP, e quase nenhuma alteracgio nas células NKT CD4". Isto indica que
nao foram os antigenos especificos que induziram este aumento de células NKT DN,

mas sim as condi¢des de cultura.

Diferentemente, em todos os grupos de pacientes de LC foi possivel observar
uma expansio de células NKT CD4" (p<0,05), com proporcional diminuicdo de NKT
CD8", nos ensaios in vitro em comparagio aos ensaios post-thaw, indicando um
aumento nao-especifico aos antigenos, que provavelmente foi resultante das
condicbes de cultura. De acordo com estes resultados observados nos grupos de
pacientes de LC, ja foi descrito que as células NKT CD4" possuem capacidade de se
expandirem mais rapidamente do que as outras subpopulacbes em condi¢oes
favoraveis (O’Reilly et al, 2011). O resultado mais interessante entre as

subpopulacdes de células NKT de pacientes de LC foi a deteccdo de proporcdes
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nitidamente mais elevadas de células NKT DP nos pacientes DT em todos os
ensaios, em comparagao com 0s outros grupos estudados. Apesar desta populacéo
ser frequentemente ignorada, estes resultados indicam que ela possa ter alguma

funcdo no processo de cura da LC.

Nos pacientes de LM, o perfil de distribuicdo das subpopulacdes de células
NKT nos ensaios post-thaw foi semelhante entre o grupo CTRLE e os pacientes DT,
enquanto os pacientes AT e, mais acentuadamente, os PT apresentaram maiores
proporcdes de células NKT CD8", com menores proporgdes de células NKT DN. Nos
ensaios in vitro, foi possivel observar uma diminuicdo da propor¢céo de células NKT
CD8" e aumento das NKT CD4" e DN em todos os grupos de pacientes de LM,
indicando que esta expansdo esta relacionada as condicbes de cultura, e ndo é
induzida pelos antigenos de L. (V.) braziliensis. Curiosamente, nos pacientes de LM
nao foram observadas maiores proporcdes de células NKT DP no grupo DT, como

visto nos pacientes de LC.

A atividade citotoxica destas subpopulacbes de células NKT também foi
avaliada. Dentre as células NKT que expressaram CD107a, foram entdo analisadas
as subpopulacées com base nos perfis de expressdo de CD8 e CD4. Nos ensaios
post-thaw, os individuos sadios apresentaram perfis de degranulacdo das
subpopulacdes de células NKT diferentes dos grupos de pacientes de LC e LM. Na
avaliacdo destes ensaios, foi possivel observar que os individuos sadios
apresentaram as células NKT CD4" como a populacdo mais citotoxica, seguidas
pelas NKT CD8", DP e DN. Estes resultados vdo em oposi¢cdo ao descrito na
literatura, onde as células NKT CD8" sio as mais citotdxicas, seguidas pelas NKT
DN e, por ultimo, pelas NKT CD4" (Gumperz et al, 2002; Lee et al, 2002; Takahashi
et al, 2002; Ho et al, 2004; Seino & Taniguchi, 2005; Lin et al, 2006; Montoya et al,
2007; O’Reilly et al, 2011). Entretanto, nos ensaios in vitro, o perfil de degranulacéo
das subpopulacdes de células NKT dos individuos sadios foi alterado, com a
subpopulacdo NKT CD8" passando a ser a mais citotdxica, corroborando com os
achados da literatura. Porém, as células NKT CD4" foram mais citotoxicas que as
NKT DN nos ensaios in vitro, ndo confirmando os dados da literatura.
Adicionalmente, a subpopulacdo NKT DP também foi avaliada, o que geralmente
ndo é feito nos trabalhos descritos na literatura, e esta populacdo se mostrou com
atividade citotoxica semelhante as células NKT CD4" nos ensaios in vitro, ou seja,

menos citotoxicas que as células NKT CD8" e mais que as NKT DN.
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Todos os pacientes de LC apresentaram as células NKT CD8" como a
subpopulacdo mais citotoxica, sendo interessantemente observado nos pacientes
DT percentuais de degranulacdo semelhante entre as células NKT CD8" e DP.
Nestes pacientes DT, as células NKT DP passaram a ser a populacdo mais
citotdéxica nos ensaio in vitro, em todas as condi¢cdes de cultura, e as células NKT
CD8" apresentaram diminuicdo acentuada de degranulacdo nestes ensaios. Assim,
além das células NKT DP se apresentarem em maiores propor¢des nos pacientes
DT em comparacdo aos outros grupos de pacientes e CTRLE, esta € a
subpopulacdo mais comprometida com a citotoxicidade nos pacientes DT. Estes
resultados indicam uma importante funcéo citotoxica especifica das células NKT DP
no processo de evolucao para a cura clinica da LC.

Diferente ao observado nos pacientes de LC DT, nos pacientes AT e PT o0s
percentuais de células NKT DP em degranulacdo foram quase sempre 0s mais
baixos em comparacdo as outras subpopulacdes em todos os ensaios. Nos
pacientes de LC AT, os Ag-Lb parecem induzir uma diminuicdo da degranulagao
pelas células NKT CD8", com proporcional aumento da degranulacdo pelas células
NKT DN e DP. Ja nos pacientes PT, estes antigenos parecem induzir uma maior

degranulacéo pelas células NKT CD4".

Em oposicdo aos resultados obtidos com os pacientes de LC DT, nos
pacientes de LM DT os percentuais de células NKT DP em degranulacdo foram os
mais baixos, tanto nos ensaios post-thaw quanto in vitro, em comparacéo as outras
subpopulacdes de células NKT. Nesta forma clinica da leishmaniose, as células NKT
DP nao parecem ter uma funcéo tdo importante quanto na LC, visto que seus
percentuais e sua atividade citotoxica pouco se alteram em comparacdo aos
individuos sadios e aos outros grupos de pacientes. Nestes pacientes de LM DT
foram observados maiores percentuais de células NKT DN em degranulacdo nos
ensaios post-thaw em comparacdo aos outros grupos de pacientes; e estes
percentuais aumentam nos ensaios in vitro. Aumento da degranulagdo por células
NKT DN nos ensaios in vitro também foi observado nos pacientes AT e PT. Deste
modo, talvez na forma mucosa as células NKT DN tenham uma funcéo citotoxica

relevante no processo de cura clinica.
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7. CONCLUSOES

- Independente da presenca da leishmaniose (cutanea ou mucosa), do tratamento
ou da cura, a proporcao entre as populacdes celulares avaliadas ndo se alterou,
sendo sempre maiores os percentuais de linfécitos T CD4", seguidos pelos linfocitos
T CD8", pelas células NK e pelas células NKT.

- A diminuicdo da frequéncia de linfocitos T CD8" observada nos pacientes de
leishmaniose cutanea ativa e sua recuperacdo aos niveis de normalidade com o
tratamento e a cura clinica apontam para um papel-chave destes linfocitos na

resolucéo da infeccao.

- Os linfécitos T CD8*, T CD4" e células NKT apresentaram maior atividade
citotoxica nos pacientes de leishmaniose cutanea durante o tratamento, indicando
que suas funcdes citotdxicas, em conjunto com os efeitos benéficos da terapia,

auxiliam no direcionamento a cura clinica.

- Apesar desta maior atividade citotoxica pelos linfécitos T CD8*, T CD4" e células
NKT observada nos pacientes de leishmaniose cutanea durante o tratamento, estas
mesmas células apresentaram sua funcéo citotoxica prejudicada quando em contato

com alta carga antigénica.

- Embora as células NKT sejam encontradas em baixos percentuais no sangue
periférico, estas se mostraram ser a populacdo celular mais comprometida com a

funcao citotoxica em todos os grupos estudados.

- Uma subpopulacéo de célula NKT com perfil fenotipico CD4"CD8", ou seja, duplo-
positiva, foi descrita e seu papel citotoxico parece estar envolvido no processo de

cura da leishmaniose cutanea.

- Embora as células NK tenham sido detectadas em percentuais mais elevados nos
grupos de pacientes de leishmaiose cutanea, estas células apresentaram uma
inibicAo da atividade citotdxica nestes grupos, sugerindo que a citotoxicidade
exercida pelas células NK circulantes nao influencia na imunopatogenia e/ou no
processo de cura da leishmaniose cutanea. Ainda, na presenca dos antigenos de

Leishmania, estas células apresentaram o mesmo perfil de degranulacdo nos
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pacientes e individuos sadios, evidenciando seu comportamento citotoxico nao

especifico.

- Os linfécitos T CD8", T CD4" e células NK dos pacientes de LM apresentaram
atividade citotoxica mais elevada que os individuos sadios; porém, curiosamente,
nenhuma das populacdes celulares estudadas foi capaz de exercer atividade
citotoxica especifica em resposta aos antigenos de L. (V.) braziliensis. Devido ao
fato da amostragem destes grupos de pacientes ter sido pequena, a avaliagéo e a

conclusao destes resultados foram prejudicadas.

- Em conjunto, estes dados apontam para uma participacdo efetiva dos linfocitos T
CD8" e das células NKT (principalmente da subpopulacdo duplo-positiva) no
processo de cura da leishmaniose cutanea, enaltecendo a importancia destas

células como promissores alvos de estudos terapéuticos e vacinais.
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FIOCRUZ

Ministério da Saude
M TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Fundagéio Oswaldo Cruz Voluntario

INSTITUICAO: Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ, Lab. Imunoparasitologia, Pav. Lednidas Deane, sala 408-
A, Av Brasil 4365, Manguinhos. Rio de Janeiro, RJ.

TITULO DO PROJETO: Perfil Funcional de Células CD8+ na Imunopatogenia da Leishmaniose Tegumentar

Americana

Pesquisador Responsavel: Alvaro Luiz Bertho dos Santos, Doutor, Biomédico, Pesquisador Titular - Em caso
de davida entre em contato pelo tel. 3865.8126 cel. 21 91590719
Executores do Projeto: Raquel Ferraz

Clarissa Cunha

Nome do Voluntério:

Eu declaro que aceito participar como voluntario da investigacdo cientifica que esta sendo realizada pelo
Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ com o objetivo de se estudar os mecanismos que levam o organismo
humano a se curar da leishmaniose. Fui informado de que este estudo ndo me beneficiara diretamente, mas
poderd auxiliar os estudos para a obtencdo de melhores esquemas de tratamento e de uma vacina contra a
doenga.

Minha colaboracéo serd submeter-me aos seguintes procedimentos a serem realizados por profissionais de salde
especializados:

1. Exame clinico;

2. Teste de Montenegro. Este consiste na aplicacdo de 0,1 ml de uma solugdo contendo parasitos mortos pelo
fenol a 0,4%. A leitura é feita em 48 h.

3. Coleta de 4 tubos de sangue (aproximadamente 40 mL) através de puncgdo na veia do brago.

4. Biopsia da lesdo antes do inicio da terapia.

Esclarecimento sobre os procedimentos e inconvenientes:

O teste de Montenegro € utilizado rotineiramente para o diagnostico da Leishmaniose e sua positividade indica a
exposicao ao parasito. No entanto, o teste ndo deve ser aplicado nos individuos alérgicos a mertiolate. A reacéo
positiva se acompanha de vermelhiddo e endurecimento restritos a area de aplicacdo do teste. ReacBes mais
intensas como inflamacéo, ulceracdo na pele ou mesmo febre sdo bastante raras.. Os possiveis desconfortos, se
ocorrerem, sdo relacionados a problemas ocorridos durante a puncdo venosa local, como extravasamento de
sangue que leva a dor e hematoma, mas que regridem em cerca de 3 a 5 dias. A bidpsia da lesdo sera realizada
com punch de 6 mm, ap0s anestesia local com Lidocaina. O volume de sangue e o tamanho da bidpsia obtidos
ndo causam danos ou riscos ao organismo, ndo havendo assim necessidade de indenizacGes para qualquer um
dos problemas citados.Os investigadores deverdo, a qualquer momento, esclarecer minhas dividas sobre a
doenga, a utilizacdo do material bioldgico retirado do meu organismo e os resultados obtidos com o estudo. Estes
resultados poderdo ser divulgados na forma de comunicacdo cientifica, mas ndo serd permitida a minha
identificacdo. Autorizo, ainda, eventual armazenamento da amostra bioldgica para utilizagdo futura. Fui
informado, também, que posso me retirar e meu consentimento em qualquer fase da pesquisa sem penalidade
alguma e sem prejuizo ao meu cuidado.

Declaro estar ciente do teor deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, decidindo-me a participar da
investigacdo proposta. Este documento ficard arquivado no Laboratério de Imunoparasitologia do Instituto
Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, ficando Eu de posse de uma copia.

Voluntério:

Assinatura

Investigador:

Assinatura
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