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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA
Samyra Almeida da Silveira

Estudos anteriores do nosso grupo demonstraram que os titulos séricos de IgGl e
IgG3 anti-Leishmania tendem a decair apos a cura clinica da leishmaniose cutanea
(LC). Entretanto, ha individuos que mantém titulos elevados, mesmo longo tempo
apos a cura. Nossa hipotese € que o perfil de subpopulacdes de linfocitos B que
permanece apoés cura clinica difere entre grupos com sorologia positiva e negativa, e
que essas células podem secretar anticorpos e produzir citocinas que modulam
negativamente a resposta imune celular, podendo favorecer a persisténcia
parasitaria. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi investigar se linfocitos B e
anticorpos secretados desempenham um papel modulador da resposta imune
celular na infeccdo por Leishmania (Viannia) braziliensis, em individuos curados
longo tempo apds o tratamento. Os voluntarios foram agrupados de acordo com a
positividade plasmatica de 1gG, IgG1l e IgG3 anti-Leishmania como positivos (Ig+,
n=17) e negativos (Ig-, n=16), além de um grupo controle (n=19). As células
mononucleares de sangue periférico (PBMC), previamente criopreservadas, foram
descongeladas e colocadas em cultura por cinco dias na auséncia de estimulo ou na
presenca de antigenos de L. braziliensis (Lb-Ag) ou Toxoplasma gondii. A
concentracdo de IgGl ou IgG3 no sobrenadante de cultura foi quantificada por
ELISA. Independente do resultado soroldgico, 20% (6/30) dos individuos
apresentaram niveis de IgG1 acima do valor de corte, para as culturas estimuladas
com Lb-Ag e para as nao estimuladas, enquanto que , para IgG3, foram 90% (27/30)
para as culturas ndo estimuladas e 53% (16/30) para as estimuladas com Lb-Ag.
Entretanto, essas concentracdes de anticorpos nao apresentaram correlacdo com o0s
titulos das amostras de soro dos mesmos individuos. O perfil de subpopulagbes de
linfécitos B (naive, memoaria inicial, memoédria e plasmacitos) foi investigado por
citometria de fluxo e néo foi significativamente diferente entre os grupos Ig+ e Ig-, e
entre os individuos curados e o grupo controle. A influéncia de anticorpos
opsonizantes na atividade anti-Leishmania de macrofagos foi avaliada através da
infeccdo de macréfagos por promastigotas de L. braziliensis que foram incubadas
com soro de individuos Ig+ e Ig-. Nao foi observada diferenca estatistica entre os
grupos Ig+ e Ig- em relacdo a taxa e indice de infeccdo, producdo de citocinas
inflamatorias e producédo de nitrito. Em suma, os individuos curados de LC Ig+ e Ig-
sdo semelhantes entre si, no que diz respeito as subpopulagdes de linfocitos B de
sangue periférico, e em relacdo a influéncia de anticorpos opsonizantes na atividade
anti-Leishmania de macréfagos.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION/PHD THESIS IN BIOLOGIA PARASITARIA
Samyra Almeida da Silveira

Previous studies of our group demonstrated that serum anti-Leishmania IgG1
and IgG3 titles tend to decay after cutaneous leishmaniasis clinical cure (CCL).
Besides this fact some CCL subjects keep high titers of specific antibodies, even
after long time of cure. Our hypothesis says that circulating B lymphocytes profile,
which remain after clinical cure, are different among groups with positive and
negative serology and that these cells can secret antibodies that can lead to a
negative modulation of cell immune response and also may favor parasitic
persistence. The objective of this study was to investigate whether B lymphocytes
and secreted antibodies play a role in modulating the cellular immune response in
Leishmania (Viannia) braziliensis infection on subjects who were declared cured after
a long time of treatment. Volunteers were distributed into CCL positive group (Ig+,
n=17), CCL negative group (lg-, n=16) according to IgG, 1gG1 and IgG3 anti-
Leishmania plasmatic titre, and a control group (Control, n=19). Peripheral blood
monocluclear cells (PBMC) previously frozen were then thawed and kept in culture
during five days in the absence of stimulus or in the presence of L. braziliensis (Lb-
Ag) or Toxoplasma gondii antigens. The concentration of IgG1 and IgG3 on culture
supernatants was quantified by ELISA. Regardless of serologic results, 20% (6/30) of
individuals showed 1gG1 levels above cut off, for stimulated cultures with Lb-Ag and
for not stimulated cultures, whereas for 1gG3 it was 90% (27/30) for not stimulated
cultures and 53% (16/30) for stimulated cultures with Lb-Ag. However, this antibodies
concentration showed no correlation with the titers observed in the serum samples
from the same individuals. B lymphocytes subsets profiles (naive, early memory,
memory and plasma cells) was investigated through flow citometry and was not
significantly different among Ig+ and Ig- groups, and among CCL and control group.
The opsonized antibodies influence in the anti-Leishmania macrophage activity was
evaluated through the infection of macrophages with L. braziliensis promastigotes
that were incubated with serum of Ig+ and Ig- CCL individuals. It was not observed
difference among Ig+ and Ig- groups with respect to infection tax, infection index,
inflammatory cytokine production, and nitrite production. This suggests that
opsonizing antibodies seems not to influence anti-Leishmania macrophage activity.
In summary, the CCL Ig + and CCL Ig- individuals are similar about B lymphocyte
phenotype, and similar too with respect to the influence of opsonizing antibodies on
the macrophages’ anti-Leishmania activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia das leishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por protozoarios do
género Leishmania. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as
leishmanioses estdo presentes em 102 paises. Cerca de 90% dos casos de
leishmaniose visceral ocorre em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india,
Sudéo do Sul e Sudao. A maioria dos casos de leishmaniose cutanea (70%) se
concentra em dez paises: Afeganistdo, Algéria, Brasil, Colémbia, Costa Rica,
Etiopia, Republica Islamica do Iran, Peru, Suddo e Republica Arabe da Siria (WHO,
2014).

No Brasil, a doenca é classificada como endémica e apresenta registros de
cerca de 20.000 casos por ano, estando amplamente distribuida pelo territério
nacional, porém concentrando-se principalmente nas regides Norte e Nordeste do
pais (WHO, 2015).

s AT

8666

Novos casos de LC
notificados. 2013:

5000
B 1000-4 999

[ 100-999 [ Casos autdctones relatados
[ <100 [ Na&o disponivel
o [] Nao anlicavel

Figural: Distribuicdo geogréafica dos casos de leishmaniose cutdnea no mundo. Adaptado de WHO,
2015.




1.2 Aleishmaniose tegumentar Americana

A leishmaniose tegumentar Americana (LTA) é uma doenca infecciosa
causada por diversas espécies de protozoarios do género Leishmania que podem
ser transmitidas por diferentes espécies de insetos flebotomineos. Dependendo da
espécie envolvida e da resposta imunoldgica do hospedeiro, a doenca pode evoluir
clinicamente de maneiras diferentes, podendo ter um acometimento cutaneo,
caracterizando a leishmaniose cutanea (LC), ou gerar danos no tecido da mucosa
oral e nasal, 0 que ocorre na leishmaniose mucosa (LM). Essas duas formas de
apresentacao clinica sao as principais, entretanto, existe também a forma difusa da
doenca, conhecida por leishmaniose cutanea-difusa (LCD), caracterizada por lesdes
multiplas ndo ulceradas com presenca de grande numero de parasitos e uma
resposta imune celular baixa ou inexistente.

Os protozoarios causadores da LTA consistem em parasitos intracelulares
obrigatorios que apresentam duas formas evolutivas: as amastigotas, que possuem
forma arredondada e flagelo interiorizado, e as promastigotas, que sao estruturas
alongadas que apresentam flagelo livre (Rey, 2001). O ciclo bioldgico do protozoario
inicia-se quando fémeas de fleb6tomos ingerem formas amastigotas de Leishmania
de um hospedeiro vertebrado infectado durante o repasto sanguineo. No interior do
tubo digestivo do inseto vetor, os parasitos passam por um processo denominado
metaciclogénese, transformando-se em formas promastigotas metaciclicas, que
migram para as glandulas salivares do hospedeiro invertebrado, o que permite que
estas sejam transmitidas a outro hospedeiro na ocasido de um novo repasto
sanguineo. ApOs a inoculacdo das promastigotas infectivas no hospedeiro
vertebrado, estas sao fagocitadas por células fagociticas, no interior destas
transformam-se em amastigotas e multiplicam-se por divisdo binaria, caracterizando
assim a infecgao (figura 2).

No Brasil ja foram identificadas sete espécies do género Leishmania capazes
de causar a doenca, sendo que as principais sdo L. (Leishmania) amazonensis,
L.(Viannia) guyanensis e L. (V.) braziliensis. Os vetores que transmitem essas
espécies pertencem ao género Lutzomyia e sdo popularmente conhecidos como
mosquito palha (Rey, 2001).

O tratamento preconizado pelo Ministério da Saude para a LTA é a aplicacao
intravenosa ou intramuscular de antimonial pentavalente (Sb*°). A dose sugerida é

de 15 mg Sb*™/kg/dia durante 20 dias consecutivos, para o tratamento de lesdes
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cutaneas, e de 20 mg Sb**/kg/dia durante 30 dias consecutivos, para o tratamento
de lesGes mucosas. Caso ndo ocorra a cicatrizagao, o esquema terapéutico deve ser
repetido, e se novamente néo for eficaz, a terapia deve prosseguir com as drogas de
segunda escolha, que sédo a anfotericina B e a pentamidina (sulfato de pentamidina
e mesilato de pentamidina). Apesar do tratamento de primeira escolha mostrar-se
eficaz na maioria dos casos, o antimonial apresenta alta toxicidade, podendo
ocasionar alteracbes cardiacas, pancreaticas ou renais que obriguem a

descontinuacédo do tratamento (Brasil, 2013).
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Figura 2: Ciclo biolégico de Leishmania sp. Adaptado de Sacks & Noben-Trauth, 2002.

O critério de cura na LTA é clinico, sendo definido, no caso da LC, pela
reconstituicdo do epitélio lesionado, com regressao total da infiltracdo e eritema,
observados até trés meses apés a conclusdo do esquema terapéutico. Este
processo ocorre em consequéncia da redugcdo gradativa da presenca e agdo de
células inflamatérias, seguida do remodelamento do tecido danificado (Morgado et
al. 2010, Brasil 2013). Entretanto, a persisténcia parasitaria tem sido observada, até
mesmo anos apos a cicatrizagdo (Schubach et al. 1998, Mendoncga et al. 2004). A
cura das lesdes mucosas tem sido determinada pelo critério clinico em combinagéo
com exames otorrinolaringologicos (Nonata et al. 1997, Amato et al. 2000,

Boaventura et al. 2009).



1.3 Imunopatogénese daleishmaniose tegumentar Americana ativa

Em uma infeccdo por formas promastigotas de Leishmania, os momentos
iniciais sdo de fundamental importancia para a indugédo de estimulos necessarios na
obtencdo de uma resposta imune capaz de conter a replicacdo do parasito. Em
poucas horas apds a infeccdo ocorrem interacbes entre moléculas presentes na
superficie do parasito, os chamados padrdes moleculares associados aos patdégenos
(PAMPs), com receptores especificos localizados na superficie de células do
sistema imune inato, como células dendriticas e macrofagos (Veer et al. 2003, Tuon
et al. 2008). Essas interacdes iniciais fornecerao estimulos para ativar a producao de
citocinas que auxiliardo no processo de ativacdo das células do sistema imune
adaptativo, como os linfécitos T e os linfocitos B.

ApoOs a inoculacdo do parasito pelo vetor, o sistema imune da pele induz o
recrutamento de células inflamatérias e a ativacdo da resposta imune adaptativa.
Dentre as células que participam das respostas iniciais na infeccdo por Leishmania
estdo os neutrofilos, apresentando importante capacidade de fagocitose e destruicdo
de formas parasitarias (Novais et al. 2009). Entretanto, mecanismos de evasdo
dependente dos neutréfilos também podem contribuir para a perpetuacdo do
parasito, uma vez que a fagocitose dessas células infectadas impede a ativacao dos
macrofagos, possibilitando a entrada silenciosa dos parasitos nos macrofagos e a
sua persisténcia nestas células (Laskay et al. 2003, Peters 2008, Ritter et al. 2009).
Os macréfagos representam a célula hospedeira preferencial na infeccdo por
Leishmania, mas também atuam como principal célula efetora na destruicdo do
parasito e apresentacéao de antigeno aos linfocitos T.

Uma mesma espécie de Leishmania pode estar implicada em diferentes tipos
de apresentacdes clinicas da LTA, e esta diversidade de manifestagfes da doenca
se sobrepde a um perfil de resposta imunoldgica que contribui para a patogenia ou
cura. A LC, considerada a forma mais comum, € caracterizada por lesdes cutaneas,
geralmente Gnicas ou em pequeno ndamero, que tendem a cicatrizacdo de maneira
espontanea ou apdés o tratamento. No Brasil, a principal espécie relacionada a essa
forma é a L. braziliensis, mas também pode ser causada por L. amazonensis e L.
guyanensis (Silveira et al. 2004). Esta manifestacdo est4d associada com uma
producdo moderada de anticorpos especificos que varia em funcdo do tempo de
infecc@o e da carga parasitaria (Gutierrez et al. 1991).



Ja foi documentada, em modelo experimental, uma associacdo entre o
desenvolvimento de uma resposta do tipo Thl, com produgédo de citocinas
inflamatorias, como IFN-y e TNF, e a resisténcia a infeccdo por Leishmania (Von
Stebut et al. 2003). Por outro lado, a susceptibilidade a infeccéo ja foi associada a
inducdo de uma resposta do tipo Th2, com produc¢éo de citocinas como IL-4 e IL-5
(Scott et al. 1991, Kropf et al. 2005). Entretanto, paradoxalmente, a resposta Thl
sem uma modulacdo apropriada pode ser responsavel pela patologia da doenca
(Bacellar et al. 2002, Martin & Lebovich, 2005, Bittar et al. 2007), enquanto a
resposta Th2, em niveis moderados, pode contribuir para a cicatrizacdo da leséo
(Belkaid et al. 2001, Yoshimura et al. 2006, Pasparakis et al. 2014). Além disso, essa
relagdo Thl x Th2 ndo é observada em casos humanos e em alguns modelos de
leishmaniose visceral (Melby et al. 2001). Contudo, Gomes-Silva e colaboradores
(2007) demonstraram que a evolucdo para a cura nao depende do dominio de
apenas um dos perfis de resposta, mas sim de um balancgo entre elas. A producéo
de citocinas inflamatérias (IFN-y) e regulatérias (IL-10) deve ocorrer em propor¢des
balanceadas o suficiente para o controle da infeccdo. Este equilibrio entre a
producado de IFN-y e IL-10 € semelhante ao que ocorre em individuos que evoluem
para cura espontanea e em individuos que ndo desenvolvem manifesta¢cdes clinicas,
onde o balanco entre a secrecdo de citocinas inflamatérias e regulatérias permite a
morte do parasito sem gerar danos teciduais, demonstrando que este padrdo pode
estar relacionado a cura (Gomes-Silva et al. 2007).

Além das células Thl e Th2, um perfil de células T CD4" produtoras de IL-17
(Th17) foi descrito como um forte candidato associado ao processo patogénico em
doencas causadas por patdégenos intracelulares (Bi et al. 2007). Esta interleucina &
altamente inflamatéria e induz a produgcdo de outras citocinas pro-inflamatorias,
como IL-6 e TNF (Maspi et al. 2016). Células produtoras de IL-17 desempenham um
importante papel no recrutamento de neutréfilos em estagios iniciais de infecgao,
além de estarem associadas a doengas autoimunes e inflamacgfes crénicas (Soong
et al. 2012). Em relacdo a LC, Gozales-Lombana e colaboradores (2013)
observaram que o blogueio de IL-10 em camundongos C57BL/6 infectados com L.
major levou a uma imunopatologia grave caracterizada por niveis elevados de IL-17
e recrutamento de neutréfilos. De maneira semelhante, Lopez Kostka e
colaboradores (2009) associaram a susceptibilidade de camundongos BALB/c a
infec¢@o por L. major & producéo de IL-17 por neutrdfilos, através da observacéo de

gue camundongos deficientes em IL-17 apresentaram menor niumero de neutroéfilos
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e desenvolveram lesdes cutdneas menores e com carga parasitaria mais baixa.
Estudos demonstraram que a producdo de IL-17 em individuos com LC e LM foi
significativamente maior do que em individuos ndo infectados, demonstrando a
relacdo desta citocina com a patogénese da doenca (Bacellar et al. 2009).
Entretanto, de maneira controversa, Novoa e colaboradores (2011) observaram que
a producgédo de IL-17 foi mais elevada em individuos com infecg¢éo subclinica do que
em individuos com LC. Também de maneira contrastante, alguns trabalhos
associam elevados niveis de IL-17 e IL-22 a protecdo na LC (Wu et al. 2010,
Banerjee et al. 2016). Dessa forma, o verdadeiro papel das células Thl7 na
imunopatogénese da LTA ainda néo esté claro.

Outra subpopulacéo de linfécitos T que participa da resposta imunoldgica na
LTA compreende as células T regulatorias (Treg). Os mecanismos pelos quais as
células Treg regulam a resposta imunoldgica incluem a supressao por contato célula
a célula mediado pelo receptor inibitério CTLA-4, o consumo excessivo de IL-2 pela
propria célula Treg e a secrecdo de citocinas regulatérias (TGF-f e IL-10),
entretanto, sua atividade in vivo parece estar mais relacionada com a presenca de
citocinas como IL-10 e TGF-B (Read et al. 2000, O’Garra et al. 2004). O principal
marcador especifico desta linhagem é o fator transcricional foxp3 (Beissert et al.
2006). Estudos com pacientes de LTA descreveram a presenca de células Treg
tanto na lesdo quanto em sangue periférico. Campanelli e colaboradores (2006)
descreveram a presenca de células T CD4'CD25" produtoras de IL-10 com func&o
reguladora em lesdes cutaneas de pacientes infectados por L. braziliensis. Da
mesma forma, em lesdes recentes ou crénicas de LC causadas por L. guyanensis
também foram localizadas células T CD4'CD25"Foxp3”, e a presenca de um maior
percentual de células Treg sugere que o excessivo efeito inibidor destas células
pode ser a causa das lesbes cronicas (Bourreau et al. 2009). Também foi
demonstrado que células Treg induzidas por antigenos de L. guyanensis poderiam
apresentar capacidade de migrar do sangue periférico para o sitio da leséo
(Kariminia et al. 2005). Em relagdo ao sangue circulante, Salhi e colaboradores
(2008) observaram um percentual similar de células T CD4°CD25" produtoras de IL-
10 entre individuos curados, assintomaticos ou pacientes com lesdo ativa. Por outro
lado, pbdde-se observar na lesdo um aumento do percentual de células
TCD4'CD25IL-10" em modelos de cura espontdnea em primatas ndo humanos

infectados por L. braziliensis, quando comparado com o sangue circulante ou o



linfonodo drenante, apontando para o papel regulador dessas células para o
processo de resolucéo das lesdes (de-Campos et al. 2010).

Ao contrario do que se sabe em relacdo aos linfocitos T CD4, a funcdo dos
linfocitos T CD8 na infecgdo por Leishmania ainda ndo é bem definida. Enquanto
alguns autores argumentam que estas células participam do estabelecimento e
progressdo da doencga, principalmente através de mecanismos citotoxicos que
podem promover a injuria do tecido (Barral-Netto et al. 1995, Brodskyn et al. 1997,
Santos et al. 2013), outros afirmam que estes linfécitos podem estar envolvidos no
processo de cura da leishmaniose (Da-Cruz et al. 1994, Coutinho et al. 1996, Da-
Cruz et al. 2002, Brelaz-de-Castro et al. 2012).

Outra forma clinica da LTA é a LM, que se caracteriza pela destruicao de
tecido mucoso, preferencialmente da boca e nariz, em decorréncia de uma intensa
resposta inflamatodria aos antigenos de Leishmania. S&o comuns nesta forma clinica
a evolugcao cronica de longa duragéo, baixa resposta ao tratamento e frequentes
episodios de recidiva (Zajtchuk et al. 1989, Amato et al. 2003). Quanto a resposta de
anticorpos, os individuos com LM apresentam elevados titulos de imunoglobulinas
anti-Leishmania, (Junqueira Pedras et al. 2003) que n&o correlacionam com a
escassez de formas amastigotas observada nos fragmentos de tecido da mucosa
afetada. Além disso, também j& foi observado que, quando comparados a forma
cutanea, pacientes de LM demonstram maior resposta proliferativa de células T
especificas, tanto in vivo (intradermorreagédo de Montenegro — IDRM) quanto in vitro
(Castes et al. 1983), sugerindo que a exacerbacdo da imunidade especifica pode
levar a maior gravidade das manifestacdes clinicas da LTA.

A resposta inflamatoria na LM é exacerbada, com niveis de producéo de IFN-y
e TNF bem maiores do que aqueles produzidos por individuos com LC (Castes et al.
1983, Carvalho et al. 1985, Da-Cruz et al. 1996, Ribeiro-de-Jesus et al. 1998,
Oliveira et al. 2014). Foi observado que dentre os individuos com LM avaliados
longo tempo apds a cura, existe um grupo que mantém niveis bastante elevados de
producéo de IFN-y por PBMC, sendo este achado menos evidente nos pacientes de
LC (Da-Cruz et al. 2002). Além disso, ja foi observado nos individuos LM uma baixa
producdo de IL-10 por células do sangue circulante e baixa expressao de seu
receptor em fragmento de tecido retirado da lesdo, o que pode levar & manutencgéo
de altos niveis de IFN-y e assim contribuir para a patogénese da doenga (Bacellar et
al. 2002, Da-Cruz et al. 2002, Faria et al. 2005). Além dos individuos com um bom

prognoéstico da doenca (assintomaticos, cura espontanea e pacientes curados de
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LC) apresentarem uma maior capacidade de produzir IL-10 do que 0s pacientes
curados de LM (Gomes-Silva et al. 2007, Bittar et al. 2007), nota-se ainda nesses
casos uma relacdo equilibrada entre IFN-y e IL-10, o que ndo é observado nos
pacientes da forma mucosa (Gomes-Silva et al. 2007), provavelmente devido a sua
dificuldade de modular a reacao inflamatoéria exacerbada.

Foi demonstrado que individuos com LTA apresentaram maiores niveis
séricos de IL-17 quando comparados aos individuos ndo infectados, sendo
observada uma tendéncia a uma producdo mais elevada em individuos com LM do
gue com LC. Esses niveis foram correlacionados positivamente com a presenca de
TNF e com a intensidade de células inflamatérias presentes nas lesées mucosas,
sugerindo que a subpopulacdo de linfocitos Thl7 pode contribuir para a
intensificacdo do processo inflamatorio (Bacellar et al. 2009). Boaventura e
colaboradores (2010) observaram a presenca de células Th1l7 em lesbes mucosas,
associada a presenca de neutréfilos em regides de injuria tecidual e a producao de
citocinas como IL-1 e IL-6, sugerindo o envolvimento da IL-17 na patogénese da LM.
Além disso, ja foi observada uma maior atividade efetora de linfécitos T CD8" frente
a macroéfagos infectados com Leishmania nos pacientes com LM em comparacao
aos de LC (Brodskyn et al. 1997).

A LCD, uma manifestagdo rara e de dificil tratamento, caracteriza-se pela
rigueza de parasito na lesdo em decorréncia de um déficit da resposta efetora
especifica ao antigeno de Leishmania (Bittencourt et al. 1992). A espécie
relacionada a esta forma é a L. (L.) amazonensis. A auséncia de resposta especifica
induzida por um padréo de resposta do tipo 2 estd associada a desativacdo de
macréfagos, responsaveis pela fagocitose e destruicdo de formas amastigotas.
Quanto a resposta de anticorpos, esses individuos apresentam niveis bastante
aumentados de imunoglobulinas especificas (Silveira et al. 2004). Carneiro e
colaboradores (2009) observaram que a porcentagem de células Treg € mais
elevada em pacientes de LCD do que nos casos de LC e LM, sugerindo que estas

células poderiam estar modulando para baixo a resposta efetora nestes individuos.

1.4 Resposta imune no processo de cura da leishmaniose tegumentar

Americana

O equilibrio entre a resposta imunoldgica do hospedeiro e a capacidade de

evasao do parasito pode determinar o tipo de evolugéo e a gravidade da LTA. Diante
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disso, uma grande parte dos individuos se exp0e ao parasito e adquire a infeccao,
mas sem desenvolver a doenca (Souza et al. 1992). Este fen6meno pode ser, em
parte, explicado pela manutengdo de uma imunidade duradoura, indicando que o
frequente estimulo parasitario pode conferir protecdo contra reinfeccbes ou
reativacao da leishmaniose (Bittar et al. 2007).

Individuos infectados por L. braziliensis que nao desenvolvem as
manifestagdes clinicas da doenca apresentam baixos niveis de producéo de IFN-y e
TNF e altos niveis de IL-5, quando comparados com pacientes com LC ativa
(Follador et al. 2002, Maspi et al. 2016). Isso indica que individuos que nao
desenvolvem a doenca apos a infec¢do provavelmente sado capazes de modular sua
resposta imunologica, produzindo citocinas inflamatdrias em niveis adequados para
o controle do parasito (Follador et al. 2002). Bittar e colaboradores (2007)
observaram que o estimulo de PBMC de individuos que vivem em areas endémicas
de leishmaniose com antigenos de Leishmania provocou uma expansado maior de
células TCD4" e TCD8" nos assintomaticos quando comparados aos individuos
curados de LC, o que sugere uma manutencdo de células T por longo tempo. Além
disso, é discutida a possibilidade de os individuos assintoméaticos serem capazes de
resolver a infeccdo através de mecanismos inatos da resposta imune, o que pode
explicar os baixos niveis de producéo de citocinas inflamatérias (Novoa et al. 2011).

Outro modelo de desfecho da LTA sao os individuos com LC que evoluem
espontaneamente para a cura clinica. Estes apresentaram uma forte resposta de
células T especifica aos antigenos de Leishmania associada a uma alta capacidade
de producéo de IFN-y (Carvalho et al. 1995). Além disso, ja foi observado que o
percentual de linfocitos T CD8* em apoptose dos individuos que evoluiram com cura
espontanea é mais baixo em relacdo aos tratados com antimonial, sugerindo uma
maior longevidade e provavel capacidade efetora dessas células (Bertho et al.
2000). Contudo, esses individuos apresentam mecanismos imunolégicos de
regulacdo, como elevados niveis de producgéo de IL-10, o que pode suprimir a agdo
exacerbada de células T efetoras e assim propiciar um equilibrio da producéo de
mediadores inflamatorios, possibilitando o controle do parasito sem causar danos
teciduais (Bittar et al. 2007, Gomes-Silva et al. 2007, de-Campos et al. 2010).

Linfocitos T efetores especificos aos antigenos de Leishmania sao
observados nos sitios inflamatérios, portanto é provavel que participem dos
mecanismos imunologicos necessarios para conter a replicacdo do parasito
(Conceicao-Silva et al. 1990, Pirmez et al. 1990, Da-Cruz et al. 2010). Em lesdes
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cutaneas de leishmaniose, quando comparadas a lesdes mais recentes, foi
observado um aumento de cinco vezes no nimero de células T CD8" produtoras de
granzima, sugerindo a participacdo dessas células no controle da LC (Faria et al.
2009). De maneira semelhante, em relacdo ao sangue periférico, individuos em
processo de cura clinica apresentaram um aumento no percentual de células TCD8"
produtoras de IFN-y (Toledo et al. 2001). Estes linfécitos circulantes podem
expressar moléculas de migracdo que os direcionam para o tecido alvo (Picker 1994,
Mendes-Aguiar et al. 2009). Apds a cura clinica, ocorre uma reducdo da capacidade
de migracdo dessas células para o sitio inflamatério, representada pela diminuicéo
do percentual de linfécitos CLA™ no sangue, iniciando entdo a reducgédo do sitio
inflamatério e o inicio do remodelamento tecidual (Mendes-Aguiar et al. 2009,
Morgado et al. 2010). Provavelmente a permanéncia dessas células na auséncia de
mecanismos modulatérios pode contribuir para uma acéo citotdxica continuada com
possivel efeito indesejado. Entretanto, a diminuicdo numérica de células
inflamatorias, incluindo T CD8", no local da cicatriz, com concomitante reducéo do
percentual de células ativadas, ocorre somente anos apés o0 estabelecimento da
cicatrizacdo (Morgado et al. 2010).

Tanto individuos curados de LC quanto os assintomaticos apresentam um
perfil de inducéo preferencial de linfécitos T CD4" em relagdo aos T CD8", com
producdo de IFN-y e IL-10, baixos niveis de IL-5, mas ndo auséncia de IL-4 (Da-
Cruz et al. 2002, Bittar et al. 2007). Este achado € consistente com a observacao de
um perfil de resposta Thl em individuos curados (Coutinho et al. 1996). Além disso,
a influéncia de citocinas regulatorias, como IL-10 e TGF-, tem sido descrita nos
processos de cicatrizacdo das lesdes (Belkaid et al. 2002, Mendez et al. 2004).

Gomes-Silva e colaboradores (2009) demonstraram que o percentual de
células T recém-ativadas frente aos antigenos de Leishmania, tanto T CD4" quanto
T CD8", se correlacionou negativamente com o tempo de cura. Também ja foi
observado que, um ano apés o término do tratamento, ocorre uma diminuicdo no
percentual das subpopulagcdes de linfocitos T reativos aos antigenos de Leishmania
(Da-Cruz et al. 2002). Além disso, o percentual de linfocitos T expressando o CLA na
membrana reduz apdés a cura clinica, sugerindo que a diminuicdo da capacidade de
migracdo para a pele deve favorecer a resolucdo da lesdo (Mendes-Aguiar et al.
2009). Outra observacdo importante é a de que o tratamento precoce, ou seja, com

menos de cinco semanas de evolugao da lesdo, leva a um aumento da incidéncia de
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falha terapéutica (Machado et al. 2002), sugerindo que o tratamento possa interferir
Nnos processos de geragao da resposta imune protetora.

A definicdo da resposta imune celular associada a cura estavel em individuos
capazes de controlar a infecgcdo por Leishmania pode auxiliar na identificacdo de
parametros de resposta imune protetora. O entendimento de como essa resposta &
iniciada e mantida apds cessar o estimulo antigénico pode contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias de controle da doenca.

1.5 O papel dos linfocitos B na infeccdo por Leishmania

A presenca de linfécitos B em lesGes de LTA ja foi descrita ha bastante tempo
(Pessoa & Barreto, 1944), entretanto, a influéncia destas células na imunoprotecéo e
na imunopatogénese da doenca ainda nao esta elucidada. Estudos a respeito de
plasmdcitos intralesionais demonstraram uma variagdo tanto no numero de
plasmdcitos presentes nas lesfes, entre menos de 10% e mais de 50%, quanto nas
provaveis funcbes dessas células e eficiéncia de acdo de anticorpos secretados
(IgG, IgA ou IgM) (Moriearty et al. 1982). Moriearty e colaboradores (1982)
observaram uma correlacdo positiva entre 0 niumero de plasmacitos intralesionais e
o tempo de evolucdo da lesdo, porém nenhuma correlacdo entre niveis de
anticorpos IgM, 1gG e IgA totais e anti-Leishmania presentes no soro, e 0 nimero de
plasmadcitos intralesionais produtores dessas classes foi observada. Apesar de
outros autores também terem descrito a presenca de linfécitos B em lesdes
cutaneas localizadas, nenhuma evidéncia do papel funcional dessas células na LTA
foi apresentada (Da-Cruz et al. 2005). Entretanto, surgiram especulacdes sobre a
possibilidade dessas células B possuirem alguma importancia na inducdo de uma
resposta celular capaz de influenciar o desfecho da doenca (Vieira et al. 2002).
Atraveés da avaliacdo de aspirados de linfonodos que drenam a leséo, foi observada
maior proporcdo de neutrdfilos, eosindfilos e linfocitos T CD8" na fase inicial da
formacdo das lesbes, enquanto na fase tardia, linfocitos B CD19" e células
plasmaticas foram mais frequentes, associado a uma maior transcricdo do gene de
IL-10 (Bomfim et al. 2007).

Além da producdo de anticorpos especificos com variadas funcbes e
eficiéncia de acado, ja foram descritas na literatura diversas outras funcdes
associadas aos linfcitos B, tais como a eficiente funcéo de célula apresentadora de

antigenos (Pape et al. 2007), supressao de células Thl, Th2 e Thl7 (células B
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regulatorias) (Mauri & Bosma, 2012), auxilio na ativacdo de células Th foliculares
(Malissen et al. 2009), inducdo e manutencdo de células T reguladoras (Mann et al
2007, Amu et al. 2010), funcéo efetora com producédo de citocinas do tipo 1 (Bel) e
do tipo 2 (Be2) e capacidade de ativacéo de células T CD4" em efetoras do tipo 1 e
tipo 2 (Harris et al. 2000) .

Estudos em modelos experimentais a respeito da influéncia das células B na
suscetibilidade ou resisténcia a infec¢cdo por Leishmania apresentaram resultados
controversos. A partir dos resultados de experimentos utilizando o modelo
camundongo C3H/HeN infectado com L. major, Scott e colaboradores (1986)
atribuiram aos linfécitos B um importante papel na geracdo de subpopulacdes de
células T efetoras capazes de controlar a infeccdo. Esta afirmacdo foi devido a
observacdo de que camundongos que sofreram deplecdo de linfocitos B através do
tratamento com soro anti-lgM desenvolveram lesdes maiores do que as
desenvolvidas nos animais controles, e estas n&o cicatrizaram (Scott et al. 1986).
Por outro lado, em modelo BALB/c infectado com L. major foi possivel observar que
a deplecao de linfécitos B resultou em um efeito protetor observado pelo retardo no
desenvolvimento da leséo, efeito este que foi revertido apds a transferéncia adotiva
de células T obtidas de animais portadores de linfécitos B, sugerindo uma provavel
participacdo de linfocitos B na geracdo de células T com funcédo supressora da
resposta celular (Sacks et al. 1984). Ronet e colaboradores (2010) demonstraram,
através de experimentos com camundongos BALB/c, que linfécitos B produtores de
IL-10 e com fenotipo de célula B regulatdria (CD1d* CD5") desempenham um papel
na polarizacédo da resposta Th2 e susceptibilidade a infeccéo por L. major. O mesmo
grupo ja havia associado a apresentacédo de antigenos por células B especificas a
susceptibilidade de camundongos BALB/c a infecgdo por L. major (Ronet et al.
2008), e, neste trabalho mais recente, os autores observaram que os linfécitos B
estimulados in vitro ou in vivo por antigenos de L. major expressaram as moléculas
CD1d e CD5, além de produzirem IL-10, citocina que apresentou um efeito inibitorio
na producgédo de IL-12 por células dendriticas estimuladas por L. major (Ronet et al.
2010).

Apesar da protecdo contra patdgenos intracelulares ser geralmente associada
a resposta imune celular, evidéncias recentes sugerem que linfécitos B e a
imunidade humoral podem modular a resposta imune contra diversos patégenos
intracelulares, inclusive Leishmania, através da apresentacdo de antigenos e da

producéo de citocinas e anticorpos (Culkin et al. 1997, Langhorne et al. 1998, Yang,
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1998, Mastroeni et al. 2000, Woelbin et al. 2006, Kozakiewicz et al. 2013, Chan et al.
2014). Um desses estudos levou a descoberta de uma fase extracelular do ciclo de
vida de Ebhrlichia chaffeensis, uma bactéria considerada um parasito intracelular
obrigatério, e que a imunidade humoral contribuiu para a protecdo contra este
patogeno (Li & Winslow, 2003). Essa evidéncia sugere que organismos
intracelulares obrigatorios podem estar sujeitos a mecanismos de defesa mediados
por anticorpos ao permanecerem, mesmo que brevemente, no meio extracelular. De
fato, ja foi mencionado que é provavel que patdgenos intracelulares permanecam no
meio extracelular em alguma fase do seu ciclo de infeccdo, deixando-os vulneraveis
a acdo de anticorpos (Casadeval, 2003). Rodrigues-Pinto e colaboradores (2014)
demonstraram recentemente que linfécitos B podem induzir a ativacdo de células
TCD4" e a producdo de citocinas através da apresentacdo de antigenos de
Leishmania. Também foi demonstrado que uma subpopulacdo de linfécito B
(CD19°CD1d'CD5") de sangue periférico de pacientes infectados por
M. tuberculosis pode suprimir a resposta de linfécitos T CD4" de perfil Th17 (Zhang
et al. 2012).

Os linfécitos B como células apresentadoras de antigenos podem apresentar
diferentes funcdes efetoras com perfis de producdo de citocinas diferenciados.
Dependendo do ambiente de citocinas, linfécitos B podem se diferenciar em dois
grupos de células efetoras: B efetora 1 (Bel), caracterizada pela producéo de IFN-y,
IL-12, TNF, IL-10 e IL-6; e B efetora 2 (Be2), que produz IL-1, IL-2, IL-4, IL-13, TNF,
IL-10 e IL-6. Através desta producao diferenciada de citocinas, as células Bel e Be2
podem influenciar a diferenciacio de células TCD4" naive em Thl e Th2,
respectivamente (Harris et al. 2000, Mauri & Bosma, 2012, Kozakiewicz et al. 2013).
Esta modulacdo da funcdo de células T pode indiretamente influenciar a biologia de
macrofagos. As células B também ja foram descritas com funcéo de induzir e manter
células T reguladoras (Mann et al. 2007, Amu et al. 2010, Mauri & Bosna, 2012)

A descricao do perfil das subpopula¢ées de linfécitos B ao longo da evolugéo
clinica de pacientes portadores de doencas infecciosas ainda no é conhecida. E de
fundamental importancia que sejam realizadas investigagcbes que objetivem
caracterizar melhor essas células, uma vez que algumas dessas subpopula¢cdes
podem possuir uma importante influéncia no desenvolvimento da doenca. Uma
importante classificacdo de células B maduras tem sido utilizada através de
marcacOes de moléculas de superficie CD19, CD38 e IgD por meio de ensaios

citofluorimétricos. A partir destes marcadores podemos distinguir cinco populacbes
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de linfocitos B em diferentes estagios de diferenciacdo com inicio em Bm1 (naive) e
término em Bm5 (memodria). Estas subpopulacdes de linfécitos B em individuos
saudaveis estdo circulantes em sangue periférico, e em equivaléncia proporcional
gquando comparadas com compartimentos linféides secundarios, como a tonsila
(Bohnhorst et al. 2001). Em sangue periférico de individuos saudaveis foi observada
uma frequéncia aproximada de 40% de células B de memoria e 60% de células B
naive, definidas através da quantificacdo de mutacdes nas regides hipervariaveis do
BCR (Klein et al. 1997). Recentemente, a subpopulacdo de células B regulatorias
(Breg) tem sido definida pela combinacdo dos marcadores CD19*, CD24", cD38",
CD5" e CD1d™ (Menon et al. 2016). Este subtipo é caracterizado por uma alta
capacidade de produzir IL-10 com acao de inibir a diferenciacdo de células Th e
favorecer a diferenciacdo de células TCD4 ' Foxp3* (Mauri & Bosma 2012). Estudos
demonstraram que a infeccdo por helmintos, que induz um perfil de resposta Th2,
levou a um aumento de células Breg e a uma consequente melhora clinica da
esclerose multipla (Correale et al. 2008). Também ja foi demonstrado que em
condi¢cBes patologicas com intensa ativacdo de linfocitos T (aumento da expressao
de CD40L), é possivel que ocorra uma intensa estimulacdo de linfocitos Breg via
CD40, seqguida de exaustdo/perda da funcdo reguladora, e mudanca para funcao
efetora, caracterizada pela capacidade de secrecdo de TNF (Desai et al. 1996, Jury
et al. 2007).

1.6 O papel dos anticorpos na infeccéo por Leishmania

O conhecimento a respeito do perfil de producdo de imunoglobulinas anti-
Leishmania ainda é escasso, uma vez que 0sS ensaios voltados a este tema visam
principalmente o diagnostico soroldgico. Entretanto, ja foi demonstrado que o0s
anticorpos podem fazer parte de mecanismos de evasdo de Leishmania e que a
opsonizacao pode favorecer a sobrevivéncia deste parasito (Pleass & Wolf, 2001,
Miles et al. 2005, Buxbaun, 2008).

A correlagéo positiva entre a cura clinica da LTA e o declinio dos titulos de
imunoglobulinas ja4 foi mencionada por diversos autores, sugerindo que a
manutencao de niveis elevados de anticorpos anti-Leishmania apds a cura pode ser
uma maneira de predizer recidivas ou a evolugdo para formas mais graves da
doenca (Delgado et al. 1996, Amato et al. 1998, Brito et al. 2001, Fagundes-Silva et

al. 2012). Fatores como a carga parasitaria, o tempo de exposicdo a doenca, a
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forma clinica e o perfil de resposta imune induzido pelo parasito podem influenciar
nos niveis de anticorpos presentes no sangue circulante (Gutierrez, 1991).
Plasmadcitos de vida longa permanecem viaveis na medula 6ssea mesmo na

auséncia de estimulo antigénico devido as condicdes especiais fornecidas no
compartimento deste Orgao linféide primario, as quais suprem estas células de
estimulos protetores de apoptose. Este tipo celular pode ser responsavel pela
producdo de imunoglobulinas apds a cura clinica (Kaminski et al. 2012). Plasmacitos
recém-ativados presentes no sangue periférico e que tendem a migar para o sitio
inflamatorio também podem produzir esses anticorpos. Um sistema de deteccéo de
imunoglobulinas em sobrenadante de cultura de PBMC foi padronizado para
avaliacdo de individuos com infeccao por M. tuberculosis em atividade, porém sem
apresentar manifestacfes clinicas. Esses anticorpos seriam produzidos por
plasmadcitos presentes no sangue periférico recém-ativados por antigenos fornecidos
pelo processo infeccioso em atividade (Ragib et al. 2004).

Os titulos de IgG total tendem a permanecer por um maior periodo de tempo
apos a cura clinica quando comparados com 0s niveis das suas subclasses. A
citocina reconhecida pelo linfécito B no momento da sua interacdo com a célula Th
folicular € o que vai determinar a nova classe de imunoglobulina a ser secretada
(Abbas 2012), o que demonstra que as subclasses parecem refletir com mais
precisao o perfil de resposta imune nos diferentes momentos clinicos da LTA. Tem
sido observado em pacientes de LC um aumento na producdo de IgGl e IgG3,
subclasses que sdo induzidas por um ambiente misto de citocinas que é ativado na
presenca do parasito (De Souza et al. 2005, Ozbilge et al. 2006, Pissinate et al.
2008). Resultados do nosso grupo demonstraram que os titulos de IgG1l e IgG3
guantificados no soro de pacientes pos-tratamento da LC tendem a se tornar
semelhantes aos de individuos sem nenhum historico da doenga com
aproximadamente dois anos de cura clinica estavel. Dessa forma, a deteccéo sérica
de IgG1 e IgG3 anti-Leishmania surge como uma possivel ferramenta imunologica
para auxiliar na definicdo da cura clinica da LC. Assim, a manutencdo de niveis
elevados dessas subclasses pode ser uma maneira de predizer a reativacdo ou a
evolucdo da doenca para a forma mais grave.

Diante disso, nossa hipotese € que o perfil de subpopulagdes de linfocitos B
gue permanece apés cura clinica difere entre grupos com sorologia positiva e

negativa, e que essas células podem secretar anticorpos e produzir citocinas que
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modulam negativamente a resposta imune celular, podendo favorecer a persisténcia

parasitaria.

1.7 Justificativa

A LC é uma doenca de grande importancia epidemiolégica no Brasil e ainda
hoje considerada um desafio para a saude publica, uma vez que nao estao
disponiveis medidas eficazes de controle da doenca. O tratamento preconizado pelo
Ministério da Saude, além de oneroso, possui longa duracdo e pode ocasionar
efeitos adversos devido a alta toxicidade do medicamento, fatores estes que
dificultam a adeséo dos pacientes a terapia, que além de tudo ndo garante a cura
definitva. E comum apds a cicatrizacdo das lesdes cutdneas a ocorréncia de
recidivas destas ou até mesmo evolucdo para a forma mais grave da doenca, com o
desenvolvimento de lesbes mucosas. Os diversos desfechos clinicos estao
relacionados com o perfil de reposta imune desenvolvido pelos hospedeiros frente a
infeccdo por Leishmania. No entanto, ainda ndo estdo disponiveis marcadores
capazes de predizer o prognéstico, bem como uma vacina eficaz.

O conhecimento sobre a imunopatogénese e a imunoprotecdo da LTA esta
focado principalmente na resposta de linfocitos T, e apesar da grande quantidade de
estudos sobre a resposta imune anti-Leishmania ainda existem questdes que ndo
foram esclarecias, como o porqué de ndo ocorrer a cura parasitolégica mesmo apos
o tratamento especifico. Os estudos de resposta humoral envolvem, sobretudo, a
busca de alvos para diagnéstico sorolégico, uma vez que ha o paradigma de que o0s
anticorpos ndo desempenham um papel relevante na patogénese da LTA. No
entanto, hd uma associacéo entre a gravidade da LTA e altos titulos de anticorpos
anti-Leishmania, assim como a persisténcia de sorologia positiva esta relacionada
com a manutenc¢do da doenca. Tem sido demonstrado que linfocitos B e anticorpos
secretados podem influenciar o desfecho clinico de doencas infecciosas causadas
por patdgenos intracelulares, como o M. tuberculosis, através da modulacdo da
resposta imune celular. Isso demonstra a importancia e a necessidade de investigar
0 papel destes componentes humorais da resposta imune adaptativa no controle do

patdgeno e na imunopatogénese da LTA.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar se linfocitos B e anticorpos secretados desempenham um papel
modulador da resposta imune celular no controle da infeccdo por Leishmania
(Viannia) braziliensis em individuos considerados curados longo tempo apos o

tratamento.

2.2 Objetivos Especificos

1 - Avaliar, em individuos curados, longo tempo apds o tratamento, se seus
anticorpos circulantes sdo oriundos de plasmécitos recém-ativados presentes no
sangue circulante.

2 - Caracterizar o perfil fenotipico de linfocitos B do sangue periférico de
individuos curados de LC.

3 - Avaliar se anticorpos secretados desempenham algum papel na resposta
efetora contra a infec¢ao por Leishmania.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica e aspectos éticos

Setenta individuos clinicamente curados de leishmaniose cutanea longo
tempo apds o tratamento foram previamente recrutados para um estudo de
avaliacdo da eficacia do tratamento com baixa dose de antimonial. Dentre esses
pacientes, 37 (52,8%) foram tratados com dose baixa de Sb* e 33 (47,2%) com
dose convencional (tabela 2). Tais pacientes foram acompanhados por um periodo
de aproximadamente 26 anos apés o tratamento e ndo houve nenhum episodio de
reativacdo da lesdo cutédnea ou evolucdo para a forma mucosa durante esse
periodo. Todos os participantes foram atendidos e acompanhados no Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI — FIOCRUZ — RJ). Esses voluntarios
curados de LC foram agrupados de acordo com a positividade plasmatica de IgG,
IgG1 e IgG3 anti-Leishmania como positivos (Ig+, n=17) e negativos (lg-, n=16)
(tabela 2). Voluntarios sem histérico de LC residentes do estado do Rio de Janeiro
também foram adicionados ao estudo (controle, n=19) (tabela 1). A coleta de sangue
periférico e a utilizacdo deste material biolégico foram aprovadas pelo Comité de
Etica em Pesquisa — IPEC/FIOCRUZ (protocolo 2010). Todos os experimentos foram

realizados no Laboratorio Interdisciplinar de Pesquisas Médicas.

3.2 Obtencédo de células mononucleares de sangue periférico e plasma

Aproximadamente 40 mL de sangue total foram coletados de cada
participante através de puncdo venosa em tubos contendo heparina ou EDTA. O
tubo de sangue em EDTA foi submetido a centrifugacdo para obtencdo das
amostras de plasma, que foram aliquotadas e armazenadas a -20°C.

A partir do sangue heparinizado, células mononucleares de sangue periférico
(PBMC, do inglés peripheral blood mononuclear cells) foram obtidas através de
gradiente de centrifugacdo em Histopaque - 1077 de acordo com o protocolo do
fabricante (Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO, EUA). Posteriormente, as
células foram coletadas e criopreservadas em meio de congelamento [90% de Soro
Fetal Bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP) e 10% de Dimetilsulféxido (DMSO)

(Sigma, EUA)] previamente refrigerado a 4°C, obedecendo uma concentracdo de
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1x10’ células/mL. Em seguida os microtubos contendo a suspenséo celular em meio
de congelamento foram acondicionados em gelo seco por 2 horas para serem
posteriormente armazenados em nitrogénio liquido. Apés o descongelamento das

células foram obtidas uma recuperacao e uma viabilidade celular acima de 90%.

3.3 Cultivo de formas promastigotas e preparacdo de antigeno total de

Leishmania braziliensis

Formas promastigotas de L. braziliensis foram multiplicadas em meio
Schneider suplementado com 1% L-glutamina, 10.000 Ul/mL de penicilina, 10
mg/mL de estreptomicina (Sigma, EUA) e 10% de SFB. ApGs a cultura atingir a fase
estacionaria, as formas promastigotas foram coletadas e lavadas trés vezes em
solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) por centrifugacdo a 3000 rpm, 15
minutos a 4°C (THERMO Centrifuge CL40R - Thermo® Scientific). Para preparacdo
dos antigenos a destruicdo das células foi realizada por quinze ciclos de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento com o auxilio de um vortex.
O antigeno total foi aliguotado e armazenado a -20° C até o momento de uso. A
concentracdo de proteinas do antigeno total foi dosada pelo método de Lowry
(1951).

Tabela 1: Voluntarios do estudo sem histérico de leishmaniose cutanea:
ensaios laboratoriais.

Voluntario Imunofenotipagem | Dosagem de | Interacdo entre macréfago
de linfécitos B IgG1 e IgG3 e Leishmania braziliensis

N006/08
N001/09
N005/09
N006/09
N013/09
N014/09
N004/10
N009/10
N010/10
N015/10
N017/10
N021/10
N003/12
N004/12
N005/12
N006/12
N002/13
N003/13
N004/13

XXX

XXX X[ XX

XXX X[ XX

XXX X [X | XX
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Tabela 2: Perfil de voluntarios curados de leishmaniose cutanea: clinica,
terapéutica e ensaios laboratoriais.

Ensaio de
Tempo Dosagem Interacéo
Voluntario Esquema de cura | lg | Imunofenotipagem | delgGle entre
terapéutico (anos) de linf6citos B IgG3 em macrofago e
SN L. braziliensis

005/12 DC 16 p X X
012/12 DC 19 p X X
015/12 DC 15 p X

016/12 DC 20 p X

017/12 DC 21 p X

020/12 DC 21 p X

003/13 DB 12 p X X X
005/13 DC 26 p X X X
008/13 DB 25 p X X

009/13 DC 15 p X

011/13 DB 15 p X X
013/13 DB 25 p X X
014/13 DB 16 p X X

016/13 DB 14 p X X
017/13 DB 13 p X

020/13 DB 27 p X X
024/13 DB 7 p X

004/12 DC - n X X
006/12 - - n X

013/12 DC 21 n X X
014/12 DC 18 n X X
018/12 DC 20 n X X X
021/12 DC 9 n X X

004/13 DB 7 n X X X
007/13 DB 14 n X X

010/13 DB 16 n X X
015/13 DB 12 n X

018/13 DB 25 n X X

019/13 DB 24 n X

021/13 DB 25 n X X
022/13 DB 15 n X

025/13 DB 6 n X

026/13 DB 8 n X X
019/12 - - - X

022/12 DC 19 - X X

023/12 DC 21 - X X

002/13 - - - X

006/13 DB 26 - X X X
009/13 - - - X

012/13 DB 25 - X X X
027/13 DB 7 - X

DC: dose convencional; DB: dose baixa; 1g: classificacdo em sorologia positiva (p) e negativa (n); SN:
sobrenadante de cultura.
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3.4 Quantificacdo de IgGl e IgG3 anti-Leishmania em sobrenadante de

cultura de células mononucleares de sangue periférico

O ensaio ELISA (do Inglés, Enzyme-linked immunosorbent assay) para
deteccdo das subclasses 1gG1 e IgG3 anti-Leishmania foi realizado de acordo com
Fagundes-Silva e colaboradores (2012).

Inicialmente, uma placa de 96 pocos com fundo chato (Nunc Apogent, USA) foi
sensibilizada com antigeno total de L. braziliensis diluido em tampao carbonato-
bicarbonato (pH 9,6) numa concentracdo de 40 pug/mL. ApGs incubacdo overnight a
4°C em camara umida, a placa foi lavada trés vezes com 400 uL de tampédo de
lavagem (PBS + 0,05% de Tween (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA). O
tampéo de bloqueio contendo PBS + 10% de SFB foi adicionado num volume de
200uL por poco, seguido por uma incubagdo de duas horas em temperatura
ambiente. ApGs nova etapa de lavagem, 50 uL de amostras de sobrenadante de
cultura celular de 72 horas foram adicionados aos poc¢os e a placa foi incubada a
4°C por aproximadamente 12 horas. Ap6s a realizacdo de seis lavagens, foram
adicionados 50 pL de anticorpo anti-IlgG1l ou anti-lgG3 humana marcados com
biotina (Invitrogen, Camarillo, CA, USA), diluidos em tampéo PBS + 1% de SFB a
uma proporgao de 1:500 e 1:1000, respectivamente. Uma nova etapa de incubagéo
de uma hora e 30 minutos foi realizada em temperatura ambiente. Ap6s novo ciclo
de seis lavagens foram adicionados 50 puL por pogo de solucdo contendo avidina
peroxidase (Sigma, EUA) diluida em PBS + 1% de SFB na propor¢ao de 1:6000.
Apo6s incubacdo de uma hora em temperatura ambiente, um novo ciclo de seis
lavagens foi realizado. Em seguida, foram adicionados 50 pL por poco da solugao
de substrato da reacéo, que consistiu na solugdo cromégena contendo 0,5 mg de o-
phenylenediamine dihydrocholoride (OPD) (Sigma, EUA) e peroxido de hidrogénio a
30% diluidos em tampao fosfato-citrato (ph 5,5). A placa foi incubada por 15 minutos
em temperatura ambiente em camara escura e em seguida foram adicionados 50 uL
por poco de acido cloridrico (HCI) 2N como solucdo de parada da reacdo. A
absorbancia foi mensurada em leitor de ELISA (Biorad Benchmark, California, EUA)
com filtro de comprimento de onda 490 nm. Os resultados foram expressos em
densidade optica.
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3.5 Cultivo de «células mononucleares de sangue periférico e

imunofenotipagem de linfécitos B por citometria de fluxo

Ap6s o0 descongelamento, as PBMC previamente criopreservadas,
provenientes de individuos curados de LC com sorologia positiva para antigenos de
L. braziliensis (n=5), sorologia negativa (n=6), de individuos com dados sorolégicos
desconhecidos (n=4) e de individuos sem histdrico de LC (n=6), foram contadas em
camara de Neubauer e cultivadas in vitro em placas de 96 pocos, sendo adicionadas
3 x 10° células por poco. As células foram mantidas em 200 uL de meio RPMI + 10%
de soro AB, com adicdo de 10 pL de antigenos de L. braziliensis (estimulo
especifico) ou 10 yL de Toxoplasma gondii (estimulo inespecifico) ou na auséncia
de estimulo antigénico, durante cinco dias em estufa a 37°C e 5% de CO,
(Panasonic COM-19AICUV-PA, Japao).

Para a marcacao citofluorimétrica as PBMC foram coletadas dos pocos e
incubadas na presencga de PBS Azida 0,1% + 10% de SFB durante 30 minutos a
4°C, consistindo na etapa de bloqueio. Posteriormente, as células foram incubadas
com anticorpos monoclonais especificos as moléculas de superficie (anti-CD20
PerCP, anti-CD19 APC-Cy7, anti-CD27 V500, anti-IlgD PE e anti-CD38 PE-Cy7) para
definir as diferentes subpopula¢des de linfécitos B (naive, memdria inicial, memoria
e plasmacitos), atraveés dos perfis fenotipicos demonstrados na tabela 3. Todos os
anticorpos monoclonais utilizados neste estudo foram adquiridos da BD
Biosciences®, Califérnia, EUA. Ap6s a fixacdo com paraformaldeido 1% as células
foram mantidas a 4°C até o momento da aquisigéo.

A aquisicdo das amostras foi realizada no equipamento FACSAria II® (BD
Biosciences), onde cerca de 100.000 eventos foram adquiridos a partir da regido de
linfécitos totais, definida através dos parametros de tamanho e granularidade celular.
A andlise dos resultados foi executada com o auxilio do software Kaluza®, verséo
1.3 (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA).

Tabela 3: Fenotipo/funcao de linfécitos B e seus marcadores.

Fenotipo/funcéao Marcadores
Bm1 (naive) CD19°CD381gD"
BmS5 inicial (memoria inicial) CD19°CD38"IgD"
Bm5 (memodria) CD19°CD38’IgD
Plasmacito CD20°CD19"CD27"
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3.5.1 Determinacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada através do kit Live/Dead® (Invitrogen),
segundo orientacGes do fabricante. Para esta analise, as células foram cultivadas e
as amostras adquiridas e analisadas como citado anteriormente (item 3.5). A
suspensao celular foi lavada com PBS e, apés o descarte do sobrenadante, foi
adicionado 1 mL de PBS. Posteriormente foi adicionado 1 yL do reagente marcador
fluorescente e realizada uma incubacao de 30 minutos em temperatura ambiente, ao
abrigo da luz. Ap6s uma nova etapa de lavagem foram adicionados 100 pL de
paraformoldeido 4%. Apés uma incubacdo de 15 minutos a suspensao celular foi
lavada com PBS + 1% de BSA (do Inglés, bovine serum albumin) e posteriormente

mantida em 1 mL desta mesma solucdo até o momento da aquisicao.

3.5.2 Estratégia de analise das subpopulagdes de linfécitos B

Para definicdo dos percentuais das subpopulacdes, inicialmente foi criado um
dotplot FSC-A x FSC-H (figura 3A), com o0 objetivo de excluir os aglomerados
celulares (doublets). A partir desta regido, um grafico de tamanho versus
granularidade foi criado para definir morfologicamente a regido com maior
concentragcdo de linfécitos B viaveis (regido V - figura 3B), a partir da qual foram
definidas as subpopula¢bes. Para determinar a porcentagem de linfocitos B naive,
de memoria inicial e de memdria, a populacdo CD19" foi definida através de um
histograma (figura 3C) e a partir dela foi criado um dotplot CD38 x IgD, onde a
populacédo duplo negativa (CD19°CD387IgD") representa os linfocitos B de memoria,
a populacdo CD19°CD38%IgD" representa os de memdria inicial e CD19°CD38'IgD"
as ceélulas B naives (figura 3D). A frequéncia de plasmacitos foi definida pela criacao
de um dotplot CD19 x CD20 (figura 3E) e a partir da populacdo com fendtipo
CD19°CD20 foi criado um histograma de CD27 (figura 3F), onde a populagdo high
define os plasmécitos (CD19*CD20°CD27™).
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Figura 3: Estratégia de analise das diferentes subpopulac6es de linfocitos B por citometria de fluxo multiparamétrica. As
células mononucleares de sangue periférico utilizadas nos ensaios citofluorimétricos foram cultivadas por cinco dias sem estimulo
antigénico, ou estimuladas com antigenos de Leishmania (Viannia) braziliensis ou de Toxoplasma gondii. Apds a exclusdo dos

doublets (A) foi definida a regido rica em linfocitos B (B). Estratégia de andlise para definicdo das porcentagens de linfécitos B naive,
de memoéria e memoria inicial (C e D), e plasmécitos (E e F).
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3.6 Ensaios de interacdo entre macrofagos e Leishmania (Viannia)

braziliensis opsonizada com anticorpos

3.6.1 Cultivo de formas promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis

Formas promastigotas de L. braziliensis, previamente armazenadas em
nitrogénio liquido, foram descongeladas e colocadas em cultura em 10 mL de meio
Schneider suplementado com 1% de L-glutamina, 10.000 Ul/mL de penicilina, 10
mg/mL de estreptomicina e 10% de SFB. Os parasitos foram incubados em estufa a
27°C (Labor, Presidente Prudente, SP, Brasil) e, apés quatro dias, 1 mL da
suspensdo de Leishmania foi transferido para 10 mL de meio Schneider
suplementado com 1% de L-glutamina, penicilina/estreptomicina, 10% de SFB e 2%
de urina. Dois dias ap6s a troca do meio, foi realizada uma nova cultura contendo
indculo inicial de 5 x 10° formas promastigotas por mililitro de meio e incubadas por 4
dias a 27°C. Apds término do periodo de cultura, as formas promastigotas, com até

cinco passagens em cultivo, foram utilizadas para a infeccdo dos macro6fagos.

3.6.2 Diferenciacdo de mondcitos de linhagem THP-1 em macréfagos

Mondcitos de linhagem THP-1 foram mantidos em cultura em 20 mL de meio
RPMI contendo 10% de SFB em estufa a 37°C e 5% de CO, (Panasonic COM-
19AICUV-PA, Japao), sendo a troca do meio realizada a cada trés dias. A
suspensao celular foi centrifugada a 460 xg por 15 minutos a 4°C. Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e ao pellet de células foram
adicionados 5 mL de meio RPMI, para que fosse realizada a contagem das células
em camara de Neubauer utilizando azul de Trypan 0,1% (Sigma) numa diluicdo de
1:10. Apds a contagem, o volume de células foi reajustado para que cada poco de
uma placa de 24 poc¢os contendo uma laminula estéril tivesse 400 uL de meio com
uma concentracdo de 1 x 10° células e 12-miristato 13-acetato de forbol (PMA)
(Sigma) a 30 nM (Daigneault et al. 2010). Em seguida, as células foram incubadas
durante trés dias em estufa a 37°C e 5% de CO,. Ao terceiro dia, foram adicionados
400 pL de meio novo aos pogos e as células foram novamente incubadas durante
trés dias. Passado esse periodo, os macrofagos foram infectados com as formas

promastigotas de L. braziliensis.

25



3.6.3 Interacdo entre macréfagos e Leishmania (Viannia) braziliensis

opsonizada

Amostras de soro de individuos curados de LC com sorologia positiva para
antigenos de L. braziliensis (n=5) e com sorologia negativa (n=5) foram inativadas a
56°C por 30 minutos e posteriormente diluidas nas proporcfes de 1:5 e 1:100 em
meio Schneider. Formas promastigotas de L. braziliensis foram adicionadas a 200
ML dos respectivos soros inativados e incubadas por uma hora a 37°C. Apés
lavagem com 15 mL de PBS, aos parasitos foi adicionado meio RPMI acrescido de
1% de SFB e, em seguida, esta solugéo foi transferida para a placa de 24 pocos
contendo os macréfagos de linhagem THP-1, cultivados conforme descrito no item
3.5.2. Desta forma, foram adicionados 400 pL do meio contendo 5 x 10°
promastigotas por po¢o, obedecendo a proporcao de 5:1 (Leishmania: macréfago). A
placa contendo os macréfagos e as promastigotas foi mantida em estufa a 37°C
durante 48h.

3.6.4 Controle de opsonizacao por imunofluorescéncia

As formas promastigotas de L. braziliensis foram incubadas com soros
inativados de acordo com o protocolo de interacdo entre macrofagos e Leishmania
opsonizada (item 3.5.3). Apds lavagem com PBS as promastigotas foram fixadas
com paraformaldeido 1% durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente, 0 anticorpo
conjugado anti-IgG (Sigma) foi adicionado em uma diluicdo de 1:32 as promastigotas
diluidas em PBS. Ap6s incubacdo de 30 minutos em temperatura ambiente e ao
abrigo da luz, foi adicionado meio de montagem para avaliacdo através de

microscopia de fluorescéncia.

3.6.5 Coloracao das laminulas e montagem das laminas

Ap6s o periodo de incubacdo, o sobrenadante de cultura foi aliquotado e
armazenado a -80°C para dosagem de citocinas e nitrito, e as laminulas foram
fixadas com metanol (Sigma). A coloracdo foi realizada pelo método Panético
Rapido (Renylab, Barbacena, MG), segundo as instrucbes do fabricante. Cada
laminula foi submergida por 5 segundos na primeira solugdo mantendo-se um
movimento continuo para os lados. Apdés a retirada do excesso da primeira solucéo
com auxilio de papel absorvente, as laminulas foram submersas da mesma maneira

na segunda solugdo e posteriormente lavadas em agua. Depois de 48h em
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exposicao a atmosfera para secagem, as laminulas foram fixadas em laminas com
entelan (Sigma) e posteriormente utilizadas para a determinacéo da taxa e do indice
de infecgao.

3.6.6 Determinacao dataxa e do indice de infec¢cdo dos macrofagos

A contagem foi realizada através de microscopia de luz com objetiva de 40x,
ocular de 16x e magnitude de 460x. Foram contados 100 macréfagos por laminula e
todas as amastigotas no interior destes macro6fagos em campos com confluéncia em
torno de 50%, uma vez que as células encontravam-se distribuidas de maneira
heterogénea nas laminulas (figura 4). A taxa de infeccdo foi determinada pela
seguinte férmula: (numero de macrofagos infectados) / (ndmero total de
macrofagos). O indice de infec¢do foi definido como a quantidade média de
amastigotas em cada macroéfago, ou seja: (nimero total de amastigotas) / (niumero

de macroéfagos infectados).

3.6.7 Quantificacdo de citocinas em sobrenadante de cultura dos macréfagos

A gquantificagdo das citocinas IL-6, IL-13 e IL-1ra em sobrenadante de cultura
foram realizadas através dos kits Quantikine® (R&D Systems, Mineapolis, MN, EUA),
de acordo com as instru¢bes do fabricante. Para cada ensaio, foi realizada uma
curva padréo para a comparacao e obtencao dos resultados. Os sobrenadantes de
cultura foram diluidos em reagente diluente de amostra (na proporcéo de 1:3) e um
volume final de 200 pL/poco foi adicionado a placa previamente adsorvida com
anticorpos de captura, que foi incubada por duas horas em temperatura ambiente.
ApoOs a realizacdo de quatro lavagens com 400 uL de tampé&o de lavagem, foram
adicionados 200 pL do anticorpo conjugado por poco, sendo realizada uma nova
etapa de incubacédo durante duas horas a temperatura ambiente. Depois de um novo
ciclo de lavagens, foram adicionados 200 uL da solucdo de substrato e, apos 20
minutos de incubacgdo ao abrigo da luz, foram adicionados 50 pL de acido cloridrico
(HCI), utilizado como solugdo de parada da reagdo. As absorbancias foram
mensuradas com filtro 450 nm com correcdo com filtro 540nm. Os limites de
deteccao para IL-6 foi de 3,12 pg/mL até 300 pg/mL, para IL-1B foi de 3,9 pg/mL até
250 pg/mL e para IL-1ra foi de 15,62 pg/mL até 2000 pg/mL.
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Figura 4: Imagens de microscopia de luz de células THP-1 utilizadas para
determinacdo da taxa e do indice de infeccdo por Leishmania (Viannia)
braziliensis. Imagens de microscopia de luz com objetiva de 40x de macréfagos
nao infectados (A) e macrofagos infectados por L. braziliensis.
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3.6.8 Quantificacdo de nitrito em sobrenadante de cultura dos macrofagos

A concentracdo de oOxido nitrico foi determinada através do método
colorimétrico de Griess (Green et al. 1982). Em uma microplaca de 96 pog¢os foram
adicionados 50 pyL de sobrenadante de cultura, 25 pL de N naftil 1% e 25 L de
sulfanilamida 0,1% em acido fosforico por poco. Apdés 10 minutos de incubacdo a
absorbancia foi lida em leitor de ELISA utilizando um comprimento de onda de 540
nm. As concentragbes de Oxido nitrico foram determinadas a partir de uma curva
padrao realizada com uma solucéo de nitrito em meio RPMI, nas concentracdes de
100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 e 0,78 puM. Os resultados foram expressos em puM.

3.7 Anélise estatistica

Para as amostras que ndao assumiam uma distribuicdo Gaussiana, 0s testes
nao parameétricos Mann-Whitney, para comparacao de dois grupos, e Kruskal-Wallis,
para comparacdo de mais de dois grupos, foram escolhidos, e correlacdo de
Spearman para andlises de correlacdo. Para as amostras que assumiam uma
distribuicdo Gaussiana foram utilizados o teste T, para comparacédo de dois grupos,
e ANOVA, para comparacéo de mais de dois grupos, além do teste de Pearson para
analises de correlacédo. O nivel de significancia dos testes teve erro alfa menor que
5%. Resultados foram considerados significantes estatisticamente quando p<0,05.
Todos os testes estatisticos foram realizados com auxilio do programa GraphPad

Prism (versao 5.0, San Diego, California, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Producao de IgG1 e IgG3 por plasmdcitos de sangue circulante

Com o objetivo de avaliar se os anticorpos presentes no soro de individuos
clinicamente curados de LC longo tempo ap0s o tratamento sdo provenientes de
plasmdcitos recém-ativados obtidos do sangue circulante, foi realizada a
quantificacdo de 1IgG1 e IgG3 no sobrenadante de cultura de células mononucleares
de sangue periférico mantidas in vitro por 72 horas, cultivadas na auséncia de
estimulo antigénico (BG) ou estimuladas com antigeno de L. braziliensis (Lb-Ag)
(figura 5). Foram avaliados sobrenadantes de cultura de 15 pacientes com sorologia
para Leishmania positiva para IgG total, IgG1 e/ou IgG3 e 13 com sorologia
negativa. Além disso, também foram incluidos amostras de cinco individuos sem
histérico de LC.

No entanto, independente do resultado soroldgico, pode-se observar que 20%
(6/30) individuos apresentaram producdo de IgGl em sobrenadante de cultura
acima do valor de corte, tanto para as culturas estimuladas quanto ndo estimuladas
com antigeno de Leishmania. O mesmo foi observado para IgG3, sendo 90% (27/30)
dos individuos portadoras de células secretoras de IgG3 em sobrenadante de cultura
guando ndo estimuladas com antigenos de Leishmania e 53% (16/30) dos individuos
com células produtoras de IgG3 em sobrenadante de cultura na presenca de
antigenos de Leishmania.

Ao contrario do que se esperava, o estimulo das PBMC com antigenos de
Leishmania ndo induziu aumento na producdo de imunoglobulinas especificas, mas
sim uma diminuicdo (figura 5C e 5D). Foi observada uma reducéo significativa
(p<0,01 para o teste Kruskal-Wallis e p<0,001 para o teste Mann-Whitney) dos niveis
meédios de reatividade para IgG1 quando comparadas as culturas sem estimulo (BG;
0,78+0,21;mediana=0,70; IQR: 0,67-0,76) com as culturas estimuladas (Lb-Ag;
0,60+0,17;mediana=0,53; IQR: 0,50-0,57) (figura 5A). O mesmo foi observado para
IgG3, tanto nas culturas sem estimulo antigénico (BG; 1,04+0,11;mediana=1,04;
IQR: 0,95-1,09), guanto nas com estimulo antigénico (Lb-Ag;
0,94+0,14;mediana=0,87; IQR: 0,87-0,97) (figura 5B).

A concentragao de 1gG1 ou IgG3 no sobrenadante de cultura ndo apresentou

correlagdo com os titulos observados nas amostras de soro dos mesmo individuos
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(p>0,05, dados ndo mostrados). Estes resultados sugerem que outras células, além
dos plasmacitos circulantes, podem contribuir para a manutencdo de anticorpos anti-

Leishmania na circulacéo desses individuos.
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Figura 5: Quantificacdo de imunoglobulina(lg)Gl e IgG3 secretadas por plasmocitos
circulantes estimulados por antigenos de Leishmania. Dosagem de IgG1 (A) e 1gG3 (B) em
sobrenadante de cultura de células mononucleares do sangue periférico provenientes de individuos
curados de LC com sorologia positiva para 1gG, IgG1 e/ou IgG3 especificas para Leishmania (n=15;
e) e sorologia negativa (n=15; e ), e de individuos sem histérico de LC (controle, n=5), cultivadas
durante 72 horas sem estimulo antigénico (BG) ou estimuladas com antigenos de Leishmania (Lb-
Ag). Comparacdo entre a secrecdo de IgG1 (C) e de IgG3 (D) antes e depois do estimulo antigénico.
As Ig foram quantificadas por ELISA. As linhas continuas horizontais em cada grupo representam o
valor de mediana e os intervalos interquartis. Utilizados testes estatisticos Kruskal-Wallis (A e B) e
Mann-Whitney (C e D). A linha pontilhada representa o valor de cut off, calculado pela férmula: média
dos controles + 2 vezes o desvio padrdo. ** p<0,01, ***p<0,001.
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4.2 Perfil fenotipico de subpopulacdes de linfécitos B no sangue

periférico de pacientes curados de leishmaniose cutanea.

Foram avaliadas as porcentagens das subpopulagcdes de linfécitos B naive,
de memoria inicial, memaria e plasmocitos em PBMC cultivadas por cinco dias sem

estimulo antigénico ou estimuladas com antigenos de L. braziliensis ou T. gondii.
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Figura 6: Andlise da viabilidade celular de células mononucleares de sangue
periférico apds o descongelamento. Frequéncia de células viaveis em um gate que
inclui as duas regides com alta concentracdo celular (A), em um gate que inclui somente
a regido mais préxima do eixo y (B) e em um gate que inclui somente a regido mais
distante do eixo y (C). Analise de células de individuo curado de leishmaniose cuténea
cultivadas na auséncia de estimulo antigénico (BG).
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A regido a partir da qual foram determinadas as porcentagens das
subpopulacdes de linfocitos B foi definida de acordo com a viabilidade celular. Apos
a exclusdo dos doublets foram observadas duas regifes com alta concentracao de
células que expressam o marcador de linfocito B CD19. Ao tragar um gate que inclui
estas duas populacdes celulares (figura 6A, regido F), foi observado um percentual
de células viaveis de 57,5% (figura 6A, regido H) e 42,4% de células mortas (figura
6A, regidao G). A partir de um gate que inclui somente uma dessas populacdes, a que
encontra-se mais proxima do eixo y (figura 6B, regido J), foi observado 51,7% de
células viaveis (figura 6B, regido L) e 47,8% de células mortas (figura 6B, regido K).
Ao avaliar a viabilidade celular em um outro gate que inclui somente a populacéo
celular que se encontra mais afastada do eixo y (figura 6C, regido B), foi observado
um de percentual de 98,91% de células viaveis e 1,03% de células mortas. Diante
disto, a porcentagem das subpopulag@es de linfécitos B foi analisada a partir do gate
B (figura 6C), regio onde ha uma concentracdo de células B e apresenta alta
viabilidade celular.

A anélise citofluorimétrica de PBMC de individuos curados de LC demonstrou
que o percentual de células CD19" (BG: 9,2%+3,2%; mediana=9,3%; IQR: 6,5-11;
n=15; Lb-Ag: 10,9%+4,1%; mediana=10,8%; IQR: 7,6-14; n=15; Tg-Ag:
10,2%+4,5%; mediana=9,5%; IQR: 7,4-13,3; n=13) foi similar ao observado nos
individuos controle (BG: 9,1%+1,6%; mediana=8,9%; IQR: 7,6-10,8; n=7; Lb-Ag:
9,0%+2,3%; mediana=9,5%; IQR: 7,7-10,9; n=7; Tg-Ag: 9,6%+1,7%; mediana=9,7%;
IQR: 9,1-10,5; n=7), independente do estimulo (figura 7A).

Nos individuos curados de LC, apds o estimulo antigénico especifico (Lb-Ag)
ndo houve modificagdo no percentual de células CD19" (Lb-Ag: 10,9%+4,1%;
mediana=10,8%; IQR: 7,6-14; n=15) quando comparado as células ndo estimuladas
(BG: 9,2%+3,2%; mediana=9,3%; IQR: 6,5-11; n=15). Entretanto, em 8 dos 15
individuos curados de LC houve um aumento na porcentagem das células CD19"
apos o estimulo com antigeno de L. braziliensis em relacdo as células nédo
estimuladas; em 6/15 dos voluntarios os valores permaneceram inalterados apos o
estimulo com Lb-Ag e em 1 houve uma diminuic¢ao (figura 7B). O estimulo antigénico
Tg-Ag também néo alterou o percentual dessa subpopulacao (Tg-Ag: 10,2%+4,5%;
mediana=9,5%; IQR: 7,4-13,3; n=13) quando comparado com as células néao
estimuladas. Porém, em 5/13 dos individuos foi observado um aumento das células
CD19" apés o estimulo com Tg-Ag; em 6/13 os valores permaneceram inalterados e

em 2/13 houve uma diminuicéo do percentual (figura 7C).
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Figura 7: Perfil de linfécitos B CD19" em pacientes curados de leishmaniose cutanea.
Frequéncia de linfocitos B CD19" (A) em células mononucleares de sangue periférico (PBMC)
provenientes de individuos curados de leishmaniose cutinea (LC) com sorologia anti-
Leishmania positiva (n=5; e), curados de LC com sorologia anti-Leishmania negativa (n=6; e),
curados de LC sem dados sorolégicos (n=4; e), e de individuos sem histérico de LC (Controle,
n=7). Comparagédo do percentual de células CD19" entre as PBMC n&o estimuladas e as
estimuladas com antigeno de L. braziliensis (Lb-Ag) (B), e entre as ndo estimuladas e as
estimuladas com antigeno de T. gondii (Tg-Ag) (C). Para esta analise as PBMC foram cultivadas
durante cinco dias sem estimulo antigénico (BG) ou na presenca de Lb-Ag ou Tg-Ag. As linhas
continuas horizontais em cada grupo representam o valor da mediana e o0s intervalos

interquartis. Utilizados testes estatisticos ANOVA (A) e Teste T (B e C). Cada ponto representa
um individuo.
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O mesmo foi observado para os individuos sem histérico de LC (grupo
Controle), (BG: 9,1%+1,6%; mediana=8,9%; IQR: 7,6-10,8; n=7; Lb-Ag: 9,0%+2,3%;
mediana=9,5%; IQR: 7,7-10,9; n=7; Tg-Ag: 9,6%+1,7%; mediana=9,7%; IQR: 9,1-
10,5; n=7), sendo que em 1/7 dos individuos foi observado um aumento das células
CD19" ap6s o estimulo com Lb-Ag quando comparado as células nédo estimuladas,
em 5/7 ndo houve alteracdo apds o estimulo e em 1/7 houve uma reducdo no
percentual. De maneira semelhante, o estimulo com Tg-Ag levou a alteracdo no
percentual celular, sendo que em 2/7 dos individuos houve um aumento neste
percentual, em 4/7 ndo houve alteracdo e em1/7 houve uma queda na porcentagem
de células CD19".

Foram considerados como aumento nas porcentagens das subpopulacbes
valores das células estimuladas 20% maiores do que os valores das células sem
estimulo, e a reducdo nos percentuais foi considerada em valores 20% menores em
relacdo as células nédo estimuladas, individualmente.

Em relacdo a frequéncia das células CD20*, também foram observados
valores semelhantes das analises citofluorimétricas em PBMC de individuos curados
de LC (BG: 9,2%+4,0%; mediana=8,8%; IQR: 5,4-11,8; n=15; Lb-Ag: 7,6%5,1%;
mediana=5,3%; IQR: 3,4-11,2; n=15; Tg-Ag: 8,2%+5,6%; mediana=6,0%; IQR: 4,6-
11,9; n=13) em comparacdo as andlises em PBMC de individuos sem historico de
LC (BG: 8,9%+1,7%; mediana=8,7%; IQR: 7,5-10,4; n=7; Lb-Ag: 8,0%*2,6%;
mediana=7,8%; IQR: 5,9-10,4; n=7; Tg-Ag: 9,0%+2,6%; mediana=10,0%; IQR: 7,9-
10,7; n=7), independente do estimulo (figura 8A).

O percentual de células CD20" em individuos curados de LC n&o aumentou
apos o estimulo antigénico especifico (Lb-Ag: 7,6%+5,1%; mediana=5,3%; IQR: 3,4-
11,2; n=15) em relacdo as células ndo estimuladas (BG: 9,2%+4,0%;
mediana=8,8%; IQR: 5,4-11,8; n=15). Individualmente, a estimulagcdo com Lb-Ag nao
promoveu um aumento na porcentagem de células CD20" em nenhum dos
individuos curados de LC que foram analisados, porém em 8/15 os valores
permaneceram inalterados e em 7/15 houve uma reducao no percentual (figura 8B).
De maneira semelhante, o estimulo com Tg-Ag ndo elevou os valores de células
CD20" em relacdo as células ndo estimuladas (Tg-Ag: 8,2%:5,6%; mediana=6,0%;
IQR: 4,6-11,9; n=13). Contudo, 1/13 dos individuos curados apresentou um aumento
apos o estimulo, em 8/13 ndo houve alteracdo no percentual e em 4/13 houve uma
queda na frequéncia dessas células em relacdo as nao estimuladas (figura 8C).
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Figura 8: Perfil de linfécitos B CD20" em pacientes curados de leishmaniose cutanea.
Frequéncia de linfécitos B CD20" (A) em PBMC proveniente de individuos curados de LC com
sorologia anti-Leishmania positiva (n=5; e), curados de LC com sorologia anti-Leishmania
negativa (n=6; ), curados de LC sem dados sorologicos (n=4; e), e sem histérico de LTA
(Controle, n=7). Comparacéo do percentual de células CD20" entre as PBMC n&o estimuladas
e as estimuladas com antigeno de L. braziliensis (Lb-Ag) (B), e entre as ndo estimuladas e as
estimuladas com antigeno de T. gondii (Tg-Ag) (C). Para esta andlise as PBMC foram
cultivadas durante cinco dias sem estimulo antigénico (BG), na presenca de antigenos de
Leishmania ou na presenga de antigeno de T. gondii. As linhas continuas horizontais em cada
grupo representam o valor de mediana e os intervalos interquartis. Utilizados testes estatisticos
ANOVA (A) e Teste T (B e C). Cada ponto representa um individuo.
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Em relacdo ao grupo controle, foi observado o mesmo padrdo (BG:
8,9%=1,7%; mediana=8,7%; IQR: 7,5-10,4; n=7; Lb-Ag: 8,0%+2,6%; mediana=7,8%;
IQR: 5,9-10,4; n=7; Tg-Ag: 9,0%+2,6%; mediana=10,0%; IQR: 7,9-10,7; n=7), sendo
que em 1/7 dos individuos foi observado uma elevacdo na porcentagem das células
CD20" apds o estimulo com Lb-Ag quando comparadas as células cultivadas na
auséncia de estimulo antigénico, em 5/7 ndo houve alteracdo nos valores e em 1/7
houve uma reducédo no percentual. Apés o estimulo com Tg-Ag, 0 grupo controle
também n&o apresentou diferenca na frequéncia das células CD20" em relagéo as
células ndo estimuladas, e a quantidade de individuos em que foi observado um
aumento nesse percentual, uma diminuicdo ou nenhuma alteracdo foi a mesma
observada para o estimulo com Lb-Ag.

A analise citofluorimétrica de PBMC demonstrou que o percentual de células
naive (CD19°CD381gD*) ndo difere entre individuos curados de LC (BG:
27,2%+12,7%; mediana=28,9% ; IQR: 19,7-31,9; n=15; Lb-Ag: 7,5%5,2%;
mediana=5,6%; IQR: 3,3-11,7; n=15; Tg-Ag: 13,5%+10,2%; mediana=10,4%; IQR:
5,3-19,5; n=13) e individuos sem histérico de LC (BG: 19,2%+13,8%;
mediana=20,6%; IQR: 4,8-34,3; n=7; Lb-Ag: 11,9%+10,7%; mediana=10,1%; IQR:
3,4-16,3; n=7; Tg-Ag: 11,8%+8,4%; mediana=14,7%; IQR: 4,0-14,2n=7),
independente do estimulo (figura 9A). Entretanto, em relacdo aos individuos
curados, ocorre uma reducédo significativa (p<0,001) na porcentagem de células
naive apdés o estimulo com Lb-Ag (Lb-Ag: 7,5%5,2%; mediana=5,6%; IQR: 3,3-
11,7; n=15) em comparagdo as células que foram cultivadas na auséncia de
estimulo antigénico (BG: 27,2%+12,7%; mediana=28,9% ; IQR: 19,7-31,9; n=15)
(figura 9A e B). Em todos os voluntarios curados de LC foi observada uma reducéo
na porcentagem de células naive apés o estimulo com Lb-Ag, e em nenhum deles
houve um aumento ou a manutencdo desses percentuais.

Foi observada uma reducéo significativa (p<0,01) na frequéncia de células
naive apos o estimulo com Tg-Ag (figura 7C), sendo que em nenhum dos individuos
(0/13) houve um aumento no percentual, em 2/13 o0s valores permaneceram
inalterados e em 11/13 houve uma queda na porcentagem de células CD19'CD38

IgD" apds o estimulo (figura 9C).
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Figura 9: Perfil de linfécitos B naive em pacientes curados de leishmaniose cutanea.
Frequéncia de linfocitos B naive (A) em PBMC proveniente de individuos curados de LC com
sorologia anti-Leishmania positiva (n=5; e), curados de LC com sorologia anti-Leishmania negativa
(n=6; e), curados de LC sem dados sorolégicos (n=4; e), e sem histdrico de LC (Controle, n=7).
Comparacao do percentual de células naive entre as PBMC néo estimuladas e as estimuladas com
antigeno de L. braziliensis (Lb-Ag) (B), e entre as ndo estimuladas e as estimuladas com antigeno
de T. gondii (Tg-Ag) (C). Para esta analise as PBMC foram cultivadas durante cinco dias sem
estimulo antigénico (BG), na presenca de Lb-Ag ou na presenca Tg-Ag. As linhas continuas
horizontais em cada grupo representam o valor de mediana e os intervalos interquartis. Utilizados
testes estatisticos ANOVA (A) e Teste T (B e C).** p<0,01; ***p<0,001. Cada ponto representa um
individuo.
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Nos individuos do grupo controle, a presenca de Lb-Ag ou de Tg-Ag nas
culturas celulares nédo teve influéncia na frequéncia de células B naive (BG:
19,2%+13,8%; mediana=20,6%; IQR: 4,8-34,3; n=7; Lb-Ag: 11,9%+10,7%;
mediana=10,1%; IQR: 3,4-16,3; n=7; Tg-Ag: 11,8%+8,4%; mediana=14,7%; IQR:
4,0-14,2n=7) (figura 9A). Em relacdo ao Lb-Ag, nenhum dos individuos (0/7)
apresentou aumento nos percentuais ap0s o estimulo, em 2/7 os valores
permaneceram inalterados e em 5/7 houve uma reducdo. Apds o estimulo com Tg-
Ag, nédo foi observado um aumento nos percentuais em nenhum dos voluntarios, em
2/7 a porcentagem permaneceu inalterada e em 5/7 ocorreu uma diminuicéo.

Quanto a frequéncia de linfécitos B de memoria inicial (CD197CD38%IgD") ndo
houve diferenca estatistica entre os individuos curados de LC (BG: 13,9%:6,9%;
mediana=12,7%; IQR: 9,4-17,4; n=15; Lb-Ag: 33,3%9,2%; mediana=31,8%; IQR:
26,2-41,8; n=15; Tg-Ag: 24,1%+9,7%; mediana=20,5%; IQR: 15,2-34,3; n=13) e 0
grupo controle (BG: 20,1%+7,5%; mediana=19,7%; IQR: 12,3-27,5; n=7; Lb-Ag:
25,4%+7,7%; mediana=27,8%; IQR: 16,7-32,8; n=7; Tg-Ag: 25,5%5,5%;
mediana=28,0%; IQR: 21,7-30,0; n=7), independente do estimulo (figura 10A).

Nos individuos curados de LC, apO6s a estimulacdo com Lb-Ag (Lb-Ag:
33,3%19,2%; mediana=31,8%; IQR: 26,2-41,8; n=15), foi observado um aumento
significativo (p<0,001) na porcentagem de células B de memoaria inicial em relacao
as células nao estimuladas (BG: 13,9%+6,9%; mediana=12,7%; IQR: 9,4-17,4; n=15)
(figura 10A e B). Individualmente, 13/15 individuos apresentaram um aumento no
percentual de células CD19"CD38"IgD apds o estimulo com Lb-Ag, 2/15 mantiveram
os valores inalterados e nenhum deles apresentou uma redugdo nos percentuais
(figura 8B). Foi observado que o estimulo com Tg-Ag induziu um aumento
significativo (p<0,01) na frequéncia dessa subpopulagéo, sendo que em 10/13 houve
um aumento, em 2/13 ndao houve alteracdo e em 1/13 houve uma redugcdo no
percentual apds o estimulo (figura 10C).

As analises dos percentuais de linfocitos B de memoaria inicial em voluntarios
sem historico de LC demonstrou que a estimulagdo com Lb-Ag ou com Tg-Ag néo
interferiu na porcentagem dessa subpopulagéo (BG: 20,1%+7,5%; mediana=19,7%;
IQR: 12,3-27,5; n=7; Lb-Ag: 25,4%+7,7%; mediana=27,8%; IQR: 16,7-32,8; n=7; Tg-
Ag: 25,5%45,5%; mediana=28,0%; IQR: 21,7-30,0; n=7) (figura 10A), sendo que em
4/7 houve um aumento, em 3/7 ndo houve alteragcdo e em nenhum deles houve uma

reducdo, tanto apos o estimulo com Lb-Ag, quanto apds o estimulo com Tg-Ag.
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Figura 10: Perfil de linfécitos B de memadria inicial em pacientes curados de leishmaniose
cuténea. Frequéncia de linfécitos B de memoéria inicial (CD19°CD38%IgD) (A) em PBMC
proveniente de individuos curados de LC com sorologia anti-Leishmania positiva (n=5; e), curados
de LC com sorologia anti-Leishmania negativa (n=6; ), curados de LC sem dados sorolédgicos
(n=4; e), e sem histérico de LC (Controle, n=7). Comparacdo do percentual de células B de
memoaria inicial entre as PBMC nao estimuladas (BG) e as estimuladas com antigeno de L.
braziliensis (Lb-Ag) (B), e entre as ndo estimuladas e as estimuladas com antigeno de T. gondii
(Tg-Ag) (C). Para esta andlise as PBMC foram cultivadas durante cinco dias sem estimulo
antigénico, na presenca de Lb-Ag ou na presenca Tg-Ag. As linhas continuas horizontais em cada
grupo representam o valor de mediana e os intervalos interquartis. Utilizados testes estatisticos
ANOVA (A) e Teste T (B e C).** p<0,01; ***p<0,001. Cada ponto representa um individuo.
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Quanto aos percentuais de linfocitos B de memaria, os individuos curados de
LC (BG: 36,2%+18,7%; mediana=33,4%; IQR: 23,2-38,1; n=15; Lb-Ag:
25,9%+16,0%; mediana=20,6%; IQR: 18,2-28,7; n=15; Tg-Ag: 30,0%+20,9%;
mediana=21,8%; IQR: 15,7-37,1; n=13) apresentaram um perfil semelhante ao do
grupo controle (BG: 33,0%+18,6%; mediana=34,3%; IQR: 14,9-40,8; n=7; Lb-Ag:
27,5%+19,2%; mediana=23,2%; IQR: 12,4-35,3; n=7; Tg-Ag. 27,9%+19,5%;
mediana=27,2%; IQR: 12,8-32,1; n=7), independente do estimulo (figura 11A).

Nos individuos curados, apos a estimulagcdo com Lb-Ag foi observada uma
reducdo estatisticamente significativa (p<0,05) na porcentagem de linfécitos B de
memoria (figura 11B), sendo que em nenhum dos individuos foi observado um
aumento deste percentual, em 5/15 ndo houve alteracdo e em 10/15 houve uma
reducdo. Quanto ao estimulo com Tg-Ag, as analises demonstraram que a presenca
deste ndo alterou os percentuais desta subpopulacdo. Em 1/13 dos individuos
curados houve um aumento, em 5/13 nao alteragdo e em 4/13 houve uma reducao
do percentual de linfocitos B de memdria apds o estimulo com Tg-Ag. Quanto aos
individuos do grupo controle foi observado que a estimulacdo antigénica nao
interferiu na frequéncia desta subpopulacdo. Em nenhum destes voluntarios houve
um aumento, em 5/7 os valores permaneceram inalterados e em 2/7 houve uma
gueda na porcentagem de células B de memaria apds o estimulo, tanto para Lb-Ag
quanto para Tg-Ag.

Quanto & frequéncia de plasmdcitos (CD27" em CD19'CD20), nado foi
observada diferenca significativa entre os individuos curados de LC (BG:
18,1%+11,4%; mediana=15,3%; IQR: 9,1-23,2; n=15; Lb-Ag: 11,1%+7,5%;
mediana=6,2%; IQR: 5,6-16,2; n=15; Tg-Ag: 10,5%+6,6%; mediana=9,3%; IQR: 5,2-
11,7, n=13) e os voluntarios sem histérico de LC (BG: 25,3%+21,0%;
mediana=15,1%; IQR: 9,2-48,2; n=7; Lb-Ag: 18,1%+15,4%; mediana=11,5%; IQR:
6,8-24,2; n=7; Tg-Ag: 3,6%+1,3%; mediana=3,5%; IQR: 5,7-36,7; n=7),
independente do estimulo (figura 12A).

Apos o estimulo com Lb-Ag néo foi observada uma alteracéo estatisticamente
significativa no percentual de plasmaécitos nos individuos curados de LC (figura 14B).
Entretanto, em 3/15 houve um aumento destes valores, em 1/15 nao houve
alteracdo e em 11/15 foi observada uma reducdo apos o estimulo. Em relacédo ao
estimulo com Tg-Ag, foi observada uma diminuicdo estatisticamente significativa

(p<0,05) em relacdo as PBMC néo estimuladas (figura 14C). Em 1/13 individuos
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aumentou a porcentagem desta subpopulacdo, em 2/13 ndo houve nenhuma

modificacdo e em 10/13 houve uma queda nestes valores apos o estimulo.
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Figura 11: Perfil de linfécitos B de memadria em pacientes curados de leishmaniose cutanea.
Frequéncia de linfécitos B de memdéria (A) em PBMC proveniente de individuos curados de LTA com
sorologia anti-Leishmania positiva (n=5; e), curados de LC com sorologia anti-Leishmania negativa
(n=6; e), curados de LC sem dados sorolégicos (n=4; e), e sem histérico de LC (Controle, n=7).
Comparacao do percentual de células B de memoria entre as PBMC nédo estimuladas (BG) e as
estimuladas com antigeno de L. braziliensis (Lb-Ag) (B), e entre as ndo estimuladas e as
estimuladas com antigeno de T. gondii (Tg-Ag) (C). Para esta andalise as PBMC foram cultivadas
durante cinco dias sem estimulo antigénico, na presenca de Lb-Ag ou na presenca Tg-Ag. As linhas
continuas horizontais em cada grupo representam o valor de mediana e os intervalos interquartis.
Utilizados testes estatisticos ANOVA (A) e Teste T (B e C).* p<0,05. Cada ponto representa um
individuo.
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Figura 12: Perfil de plasmocitos em pacientes curados de leishmaniose cutanea.
Frequéncia de plasmacitos (A) em PBMC proveniente de individuos curados de LC com
sorologia anti-Leishmania positiva (n=5; e), curados de LC com sorologia anti-Leishmania
negativa (n=6; o), curados de LC sem dados sorologicos (n=4; e), e sem histérico de LC
(Controle, n=7). Comparacgéo do percentual de plasmocitos entre as PBMC nao estimuladas
(BG) e as estimuladas com antigeno de L. braziliensis (Lb-Ag) (B), ou estimuladas com
antigeno de T. gondii (Tg-Ag) (C). Para esta analise as PBMC foram cultivadas durante cinco
dias sem estimulo antigénico, na presenca de Lb-Ag ou na presenca Tg-Ag. As linhas
continuas horizontais em cada grupo representam o valor de mediana e os intervalos
interquartis. Utilizados testes estatisticos ANOVA (A) e Teste T (B e C).* p<0,05. Cada ponto
representa um individuo.
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Quanto aos individuos sem historico de LC nao foi observado um aumento no
percentual de plasmécitos em nenhum deles, em 4/7 os valores permaneceram
inalterados e em 3/7 ocorreu uma reducéo apos o estimulo com Lb-Ag. Nas PBMC
cultivadas na presenca de Tg-Ag, em comparacdo as células ndo estimuladas dos
individuos do grupo controle, ndo ocorreu uma elevacdo na frequéncia de
plasmocitos em nenhum deles, os valores permaneceram inalterados em 2/7 e em
5/7 houve uma redugéo.

Em todas as subpopula¢des analisadas as porcentagens foram semelhantes
entre os individuos curados de LC com sorologia para L. braziliensis positiva e

negativa.

Tabela 4: Porcentagem das subpopulacdes de linfécitos B em sangue periférico de
individuos curados de leishmaniose cutanea.

Subpopulagéo BG (mediana %) | Lb-Ag (mediana %) | Tg-Ag (mediana %)
CD19" 10,8 9,3 9,5
CD20" 8,8 53 6,0
Naive 28,9 5,6 10,4
Memoria inicial 12,7 31,8 20,5
Memoria 334 20,6 21,8
Plasmdcitos 15,3 6,2 9,3

Células cultivadas sem estimulo (BG), com antigeno de L. braziliensis (Lb-Ag) ou antigeno de T.
gondii (Tg-Ag). 00: valores estatisticamente menores que o BG. 00: valores estatisticamente maiores
que o BG.

4.3 Influéncia de anticorpos opsonizantes na atividade anti-Leishmania de

macrofagos

4.3.1 Controle de opsonizacdao de formas promastigotas de Leishmania
(Viannia) braziliensis por anticorpos presentes no soro de individuo curado de

leishmaniose cutanea por imunofluorescéncia

Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia de formas promastigotas
de L. braziliensis que foram incubadas com soro de individuo curado de LC (figura
13) ou individuo sem histérico de LC (figura 14) e com conjugado anti-IgG, em
campo claro e campo escuro demonstraram que 0s parasitos foram opsonizados.
Foram observadas marcag¢fes tanto em promastigotas incubadas com soro diluido

1:5 gquanto nas incubadas com soro diluido 1:100.
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A- B-
C- D-

Figura 13: Imunofluorescéncia para controle de opsonizacdo de formas promastigotas de Leishmania (Viannia)
braziliensis por anticorpos presentes no soro de individuo curado de leishmaniose cutanea. Promastigotas de
Leishmania braziliensis tratadas com soro de individuo curado de leishmaniose cuténea diluido 1:5 (A e B) e 1:100 (C e D);

imagem em campo claro (A e C) e em campo escuro (B e D). Imagens capturadas apds fixacdo com paraformaldeido 1% e
incubacdo com conjugado anti-lgG. Aumento de 40x. As setas indicam as promastigotas.
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A - B -
C - D -
Figura 14: Imunofluorescéncia para controle de opsonizacdo de formas promastigotas de Leishmania (Viannia)
braziliensis por anticorpos presentes no soro de individuo sem histdrico de leishmaniose cutanea. Promastigotas de
Leishmania braziliensis tratadas com soro de individuo sem histérico de leishmaniose cuténea diluido 1:5 (A e B) e 1:100 (C e

D); imagem em campo claro (A e C) e em campo escuro (B e D). Imagens capturadas apés fixacdo com paraformaldeido 1%
e incubacgd@o com conjugado anti-lgG. Aumento de 40x. As setas indicam as promastigotas.
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4.3.2 Taxa e indice de infec¢cdo por promastigotas de Leishmania (Viannia)
braziliensis expostas ao soro de pacientes curados de leishmaniose cutanea

em macrofagos

Quanto a taxa de infeccéo, ndo foi observada diferenca significativa entre os
macrofagos infectados com L. braziliensis que ndo foram incubadas com soro
(41,0%+11,7%; mediana=42%; IQR: 29,5-5,2; n=5) e aqueles infectados com
promastigotas que foram tratadas com soro, tanto de individuos curados de LC
(diluicdo 1:5 = 45,4%+10,4%; mediana=42,0%; IQR: 37,7-54,2; n=10; diluicdo 1:100
= 53,9%+14,2%; mediana=58,5%; IQR: 37,2-63,0; n=10), quanto de individuos sem
histérico de LC (diluicdol:5 = 45,4%+10,4%; mediana=42,0%; IQR: 22,0-37,0; n=3;
diluicdo 1:100 = 53,9%+14,2%; mediana=58,5%; IQR: 50,0-55,0; n=3). Da mesma
forma, a taxa de infeccdo ndo foi estatisticamente diferente entre os individuos
curados de LC e o grupo controle, independente da diluicdo do soro (figura 15A).

Em relacdo ao indice de infeccdo, foram observados valores semelhantes
entre os macréfagos infectados com formas promastigotas de L. braziliensis que ndo
estiveram em contato com soro (3,8+1,3; mediana=3,5; IQR: 2,6-5,1; n=5) e os
macrofagos infectados com parasitos que foram incubados com soro, tanto de
individuos curados de LC (diluicdo 1:5 = 5,8+1; mediana=5,8; IQR: 5,0-6,4; n=10;
diluicdo 1:100 = 5,441,2; mediana=5,6; IQR: 4,6-6,4; n=10), quanto do grupo
controle (diluicdo 1:5 = 7,6+1,2; mediana=7,0; IQR: 6,6-8,9; n=3; diluicdo 1:100 =
5+1,1; mediana=4,5; IQR: 4,2-6,3; n=3). O indice de infeccao também foi
estatisticamente semelhante entre os voluntarios curados de LC e os voluntarios
sem histdrico de LC (figura 15B).

Tanto nos individuos curados de LC quanto nos individuos sem historico de
LC, a taxa de infeccdo tende a ser mais elevada nos macrofagos que foram
infectados com promastigotas incubadas com soro diluido 1:100 em comparacao a
diluicdo de 1:5 (figura 15A), entretanto, esta diferenca ndo € significativa (figura
15C). Os valores de indice de infeccdo observados foram semelhantes nas duas
diluicbes de soro de voluntarios curados de LC (figura 15D), entretanto, no grupo
controle foi observada uma tendéncia a um indice de infeccdo menor nos
macrofagos que foram infectados com L. braziliensis que foram incubadas com soro
mais diluido (1:100) (figura 15B).
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Figura 15: Taxa e indice de infeccdo por promastigotas de Leishmania (Viannia)
braziliensis expostas ao soro de pacientes curados de leishmaniose cutdnea em
macrofagos. Taxa de infeccdo (A) de macréfagos infectados por promastigotas de Leishmania
(Viannia) braziliensis tratada com soro de individuos curados de leishmaniose cutanea (LC) com
sorologia anti-Leishmania positiva (n=7; e), sorologia anti-Leishmania negativa (n=3; e) ou soro
de individuos sem histérico de LC (soro controle; n=3) em duas diluicbes (1:5 e 1:100), ou
promastigotas que n&o foram tratadas com soro. indice de infeccdo (B) de macréfagos
infectados com promastigotas de L. braziliensis has mesmas condi¢cdes. Comparagdo da taxa
(C) e do indice de infeccdo (D) entre as diferentes diluicdbes do soro. As linhas continuas
horizontais em cada grupo representam o valor de mediana e os intervalos interquartis.
Utilizados testes estatisticos ANOVA (A e B) e Teste T (C e D). * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

4.3.3 Quantificacdo de citocinas em sobrenadante de cultura de macrofagos
infectados com promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis expostas

ao soro de pacientes curados de leishmaniose cutanea

Os niveis das citocinas IL-6, IL-1B e IL-lra foram quantificados em
sobrenadante de cultura de macrofagos infectados com promastigotas de L.
braziliensis expostas a soro de individuos curados de LC e sem histérico de LC a fim

de avaliar se a opsonizacao influenciaria o grau de ativacdo destas células.
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Figura 16: Niveis de citocinas em sobrenadante de cultura de macrofagos
infectados com promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis
expostas ao soro de pacientes curados de leishmaniose cutanea. Secrecéo
de IL-6 (A), IL-1B (C) e ll-1ra (E) por macrofagos infectados com Leishmania
(Viannia) braziliensis tratada com soro de individuos curados de leishmaniose
cutanea com sorologia anti-Leishmania positiva (n=7; e) e negativa (n=6; ) em
duas diluicbes diferentes (1:5 e 1:100), macréfagos infectados por
promastigotas que nao foram incubadas com soro e macréfagos nado infectados.
Comparacao dos niveis de IL-6 (B), IL-1p (D) e IL-1ra (F) entre as diferentes
diluicdes do soro. As linhas continuas horizontais em cada grupo representam o
valor de mediana e os intervalos interquartis. Utilizados testes estatisticos
ANOVA (A,CeE) e Teste T (B, D e F). * p<0,05;** p<0,01; ***p<0,001.
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Os niveis de IL-6 foram semelhantes no sobrenadante de cultura dos
macrofagos infectados com L. braziliensis que ndo foram incubadas com soro
(87+22,7 pg/mL; mediana=93,5 pg/mL; IQR: 61,8-105,8; n=3) e dos macréfagos
infectados com promastigotas tratadas com soro de individuos curados de LC
(diluicdo 1:5 = 96+34,7 pg/mL; mediana=88,5 pg/mL; IQR: 65,2-126,3; n=12; diluicdo
1:100 = 106,4+29,5 pg/mL; mediana=118,9 pg/mL; IQR: 77,1-132,5; n=12),
independente da diluicdo, bem como dos macrofagos que ndo foram infectados
(78,9+33,4 pg/mL; mediana=89 pg/mL; IQR: 44,0-103,8; n=4) (figura 16A). Nao
houve diferenga estatistica significativa nos niveis de IL-6 quando comparada a
diluicdo do soro 1:5 com a diluicdo 1:100 (figura 16B).

Quanto a dosagem de IL-13, também nao foi observada diferenca significativa
entre o sobrenadante de cultura dos macrofagos infectados por promastigotas ndo
opsonizadas (765,7+124,9; mediana=786,1; IQR: 631,9-879,2; n=3) e o de
macrofagos infectados por L. braziliensis opsonizadas por anticorpos de individuos
curados de LC (diluicdo 1:5 = 1012+201,2 pg/mL; mediana=1004 pg/mL; IQR: 826,8-
1207,0; n=12; diluicdo 1:100 = 10644103 pg/mL; mediana=1039 pg/mL; IQR: 967,7-
1181,0; n=12), independente da diluicdo, bem como em relacao aos macréfagos nao
infectados (789,9+336,2 pg/mL; mediana=717,6 pg/mL; IQR: 513,0-1139,0; n=4)
(figura 16C). Entre as duas diluigbes do soro (1:5 e 1:100) ndo foi observada
diferenca significativa nos valores de IL-1( (figura 16D).

A auséncia de diferenca estatistica também foi observada quanto aos niveis
de IL-1ra quando comparadas a secrecao dos macrofagos infectados por parasitos
gue nao foram tratados com soro (8114481,1 pg/mL; mediana=8123 pg/mL; IQR:
8029,0-8180,0; n=3) e a das ceélulas infectadas por promastigotas incubadas com
soro de individuos curados de LC (diluicdo 1:5 = 8182+147,9 pg/mL; mediana=8128
pg/mL; IQR: 8066,0-8288,0; n=11; diluicdo 1:100 = 1064+103 pg/mL; mediana=1039
pg/mL; IQR: 8216,0-8393,0; n=12), independente da diluicdo, bem como em relagéo
aos macrofagos ndo infectados (8130+226,9 pg/mL; mediana=8212 pg/mL; IQR:
7873,0-8305,0; n=3) (figura 16E). Nao foi observada diferenca significativa entre as
diluicdes do soro 1:5 e 1:100 (figura 16F).

O perfil de secrecdo de IL-6, IL-13 e IL-1ra foi semelhante entre os grupos

com sorologia para Leishmania positiva e negativa.
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4.3.4 Quantificacdo de nitrito em sobrenadante de cultura de macréfagos
infectados com promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis expostas
ao soro de pacientes curados de leishmaniose cutanea

Os niveis de nitrito observados foram estatisticamente semelhantes entre os
macrofagos infectados com L. braziliensis que ndo foram opsonizadas por
anticorpos (1,0+0,5 pM; mediana=1,0 pM; IQR: 0,5-1,5; n=6) e aqueles infectados
com promastigotas que foram incubadas com soro, tanto de individuos curados de
LC (diluicdo 1:5 = 1,4+0,7 pM; mediana=1,3 puM; diluicdo; IQR: 0,7-1,8; n=19; 1:100
= 1,240,6 puM; mediana=1,3 uM; IQR: 0,9-1,6; n=19), quanto de individuos sem
histérico de LC (diluicdo 1:5 = 1,7+0,4 uM; mediana=1,6 pM; diluicdo; IQR: 1,6-2,4;
n=3; 1:100 = 1,3+0,3 uM; mediana=1,3 pM; IQR: 1,1-1,5; n=2), independente da
diluicdo (figura 17A).

A B
LC curado
8' 4_
6- 34
,2;. —~~
N - 2 -
s 4 ° 32
= ° @]
= * ° ° =
> 2 i‘ = s 14
z =
- = z -
¥z —
O T [ J T T T T 0 T \‘
R%) \}
S _ X Q
L. braziliensis + + + + + 14 Y ,\{}x

Soro LC curado 1.5  1:100

Soro controle - - - - 15 1:100

Figura 17: Niveis de nitrito em sobrenadante de cultura de macrofagos infectados com
promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis expostas ao soro de pacientes curados de
leishmaniose cuténea. Producdo de nitrito por macréfagos infectados por Leishmania (Viannia)
braziliensis tratada com soro de individuos curados de leishmaniose cutédnea (LC) com sorologia anti-
Leishmania positiva (n=9; e) e negativa (n=10; e) em duas diluicBes diferentes (1.5 e 1:100), macréfagos
infectados por promastigotas tratadas com soro de individuos sem histérico de LC (1.5 e 1:100),
macrofagos infectados por promastigotas que nao foram incubadas com o soro e macrofagos néo
infectados. Comparacédo dos niveis de nitrito entre as diluices do soro dos individuos curados de LC (B).
As linhas continuas horizontais em cada grupo representam o valor de mediana e os intervalos interquartis.
Utilizados testes estatisticos ANOVA (A) e Teste T (B). * p<0,05;** p<0,01; ***p<0,001.
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N&o foi observada diferenca estatistica significativa entre os niveis de nitrito
dos individuos curados de LC e dos sem historico de LC (figura 17A). Também né&o
houve diferenca estatistica quando comparadas as duas diluicdes do soro (1.5 e
1:100) dos voluntarios curados de LC (figura 17B).

O perfil de producéo de nitrito foi semelhante entre os grupos com sorologia
para Leishmania positiva e negativa.

52



5 DISCUSSAO

O conhecimento a respeito da imunopatogénese e imunoprotecao da LTA tem
sofrido alguns avancgos ao longo dos anos. Entretanto, ainda se faz necesséario um
progresso na obtencdo de melhores ferramentas que possam ser eficazes no
controle do numero de casos da doenca e na predicdo do progndstico. Nesse
sentido, o desenvolvimento de uma vacina capaz de proteger os individuos que
vivem em areas endémicas seria de grande valia. Assim como a definicdo de
biomarcadores capazes de predizer a reativacdo da doenca e a evolucdo para
formas mais graves seria de grande importancia. No entanto, ainda ha uma grande
lacuna de conhecimento sobre a resposta imune duradoura responsavel pelo
controle da leishmaniose em individuos que evoluiram para a cura clinica e o0s
mecanismos imunolégicos que desencadeiam recidivas e o agravamento da doenca.
Apesar disso, trabalhos que tem como enfoque a cura da leishmaniose tegumentar
tendem a avaliar apenas a fase inicial de cicatrizacdo da lesdo poOs-tratamento.
Entretanto, ja foi sugerido que o equilibrio da resposta imune associada a protecéo
na LC é alcancado somente apds dois anos do contato inicial com o antigeno de
Leishmania (Fagundes-Silva et al. 2012, Pereira-Carvalho et al. 2013), apontando a
necessidade da realizacdo de estudos que tenham como alvo a resposta imune
gerada ap0s a fase inicial da cura.

Também € importante ressaltar que o0 conhecimento sobre a
imunopatogénese e imunoprotecdo da LTA tem sido baseado principalmente na
resposta de linfécitos T, uma vez que existe um paradigma de que a resposta
humoral ndo desempenha um papel relevante na infec¢ao por Leishmania. Contudo,
ja existem evidéncias da participacdo de linfécitos B e anticorpos na resposta imune
frente a infecgcéo por parasitos intracelulares, inclusive por L. major (Su et al. 1997,
Mastroeni et al. 2000, Woelbing et al. 2006). Gutierrez e colaboradores (1991)
observaram que o0s niveis de anticorpos anti-Leishmania podem variar de acordo
com a carga parasitaria, o tempo de exposi¢do a doenca, a forma clinica e o perfil de
resposta imune induzida pelo parasita. A correlagdo positiva entre o declinio dos
titulos de anticorpos anti-Leishmania e a cura clinica da LTA ja foi descrita por
alguns autores (Delgado et al. 1996, Amato et al. 1998, Brito et al. 2001). Como 0 0s
titulos de anticorpos anti-Leishmania tendem a diminuir apos o controle favoravel da
LTA, é provavel que a resposta humoral possa ser utilizada como um indicador para

auxiliar o acompanhamento clinico apds a cicatrizacdo das lesdes, apesar do papel
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das imunoglobulinas na LTA ndo ser bem compreendido ainda (Mendonca et al.
1988, Brito et al. 2001, Castellano et al. 2009).

As subclasses de IgG também ja foram mencionadas como possiveis
biomarcadores. Um estudo com pacientes de leishmaniose visceral observou que
seis meses ap0s o tratamento os niveis de IgGl especificos permaneceram
elevados em individuos que apresentaram falha terapéutica, por outro lado, esses
niveis decairam nos individuos que obtiveram a cura, demonstrando que esta
subclasse pode ser um potencial biomarcador de falha terapéutica na leishmaniose
visceral (Bhattacharyya et al. 2014). Fagundes-Silva e colaboradores (2012)
observaram que os titulos de IgG1l e IgG3 anti-Leishmania de individuos com LC
decairam apoés a cura clinica, mostrando que a detec¢édo no soro das subclasses de
IgG anti-Leishmania pode ser uma ferramenta importante para o acompanhamento
clinico apds a cicatrizacdo da lesdo. Diante deste fato, este trabalho investigou se
individuos curados de LC, os que mantém sorologia anti-Leishmania positiva e 0s
que apresentam sorologia negativa, diferem entre si no que diz respeito a resposta
humoral, tanto fenotipicamente, através da determinacdo da frequéncia das
subpopulacdes de linfocitos B, quanto funcionalmente, pela avalicdo da influéncia de
anticorpos opsonizantes sobre a atividade anti-Leishmania de macrofagos. Também
foi investigado se estes anticorpos s@o provenientes de plasmacitos circulantes em
sangue periférico.

A producdo de imunoglobulinas ap6s a cura clinica pode ser realizada por
plasmadcitos recém-ativados pelo estimulo antigénico, encontrados no sangue
periférico, ou por plasmadcitos de vida longa presentes na medula éssea. Raqib e
colaboradores (2004) demonstraram que um sistema de deteccao de anticorpos
produzidos a partir de plasmdcitos recém-ativados provenientes do sangue
periférico, denominado ALS (do inglés “antibody limphocytes secretion”) pode ser
utilizado para deteccdo de tuberculose subclinica em individuos assintomaticos.
Uma vez que existe um processo infeccioso em atividade, antigenos do parasito sao
constantemente liberados e contribuem para manter ativadas populagcbes de
linfécitos B, as quais circulam através do sangue periférico. Esse processo de
ativacdo também contribui para geracdo de plasmécitos que produzem
imunoglobulinas que podem ser dosadas em sobrenadante de cultura de PBMC. No
estudo apresentado nesta dissertacdo, observamos que os niveis de IgG1l e IgG3
em sobrenadante de cultura ndo correlacionam com os titulos observados nas

amostras de soro dos mesmos individuos, sugerindo que as células responsaveis
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pela producdo dos anticorpos remanescentes no plasma ndo sdo exclusivamente
plasmacitos do sangue circulante. Outras células, como por exemplo, plasmécitos de
vida longa localizados em outros compartimentos anatdomicos, como a medula
O0ssea, provavelmente contribuem para a manutencdo de imunoglobulinas
especificas no plasma de individuos clinicamente curados por longos periodos de
tempo.

Em relacdo a dosagem de IgG3 anti-Leishmania, a maioria dos individuos
apresentou uma producéo desta subclasse acima do valor de corte, fenbmeno este
que foi observado tanto em sobrenadante de culturas de células que foram
cultivadas na auséncia de estimulo antigénico (90% [27/30]), quanto no
sobrenadante de cultura de células que foram estimuladas com Lb-Ag (53% [16/30]).
Apesar de alguns individuos ndo apresentarem plasmadcitos circulantes com
capacidade de producéo de IgG3 acima do cut off, de maneira geral este padréo de
producdo se apresenta de forma homogénea, tanto em células estimuladas quanto
em ndo estimuladas, exceto por um unico individuo, que apresenta uma dosagem
desta imunoglobulina apés o estimulo antigénico bem mais elevada do que os
demais.

Quanto a producdo por plasmacitos circulantes de IgG1 anti-Leishmania, o
grupo de individuos que apresenta valores acima do cut off € bem menor, tanto para
as culturas estimuladas quanto ndo estimuladas com antigeno de Leishmania (20%
[6/30]). Diferente do que ocorre para IgG3, o grupo dos individuos portadores de
células secretoras de IgG1l em sobrenadante de cultura se distingue melhor do
grupo que ndo apresenta essas células (figura 3A). Esta diferenca no padrdo de
producdo de IgG1l e IgG3 apds a cura levanta a hipétese de que talvez uma das
duas subclasses reflita melhor o que de fato ocorre na clinica, e que talvez esta
subclasse contribua para a predicdo do prognostico da doencga. Se este for o caso, €
possivel que IgG1l anti-Leishmania seja a subclasse de imunoglobulina capaz de
representar melhor o curso clinico da doenca, uma vez que foi observado um grupo
bem definido de individuos que mantém sua producgéo elevada mesmo anos apos a
cura. Este fato sugere que talvez IgG1 possa ser um biomarcador capaz de predizer
a evolucdo da doenca para a forma mucosa, uma vez que em pacientes de LM séo
registrados elevados niveis de imunoglobulinas (Junqueira Pedras et al. 2003).
Bhattacharyya e colaboradores (2014) j& sugeriram a utlizacdo da IgGl como
biomarcador para falha terapéutica na leishmaniose visceral. Neste trabalho todas

as subclasses de IgG foram dosadas no soro de pacientes de LV, entretanto
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somente IgG1l apresentou niveis expressivamente elevados apds seis meses de
tratamento nos individuos que evoluiram para falha terapéutica, o que demonstra
que, neste caso, os niveis IgG1 refletiram melhor do que os das outras subclasses o
gue estava ocorrendo clinicamente com estes pacientes (Bhattacharyya et al. 2014).

Foi observado, tanto para IgG1l quanto para IgG3, que o estimulo das PBMC
com antigenos de Leishmania ndo induziu aumento na producgéao de imunoglobulinas
especificas, como era esperado. Esse fendbmeno pode ter ocorrido devido a ligagédo
entre anticorpos secretados pelos plasmécitos e os antigenos utilizados para
estimular as células, impossibilitando que parte dos anticorpos secretados in vitro
fosse detectada no teste ELISA. Por outro lado, foi observada uma tendéncia a uma
reducdo, induzida pelo estimulo antigénico, no percentual de plasmaécitos avaliados
pela citometria de fluxo, o que poderia refletir nesta secre¢cdo diminuida de
imunoglobulinas. Entretanto, esta tendéncia a reducdo do nimero de plasmdcitos foi
observada apoés cinco dias de cultura, e a diminuigdo na secrecao de IgG1 e IgG3 foi
vista ap0s trés dias de cultura. Portanto, avaliar se ao terceiro dia de cultura ja é
possivel observar esta tendéncia a reducao na frequéncia de plasmadcitos poderia
contribuir para esclarecer se pode existir alguma conexdo entre estes dois
fendbmenos observados.

E importante ressaltar que individuos com niveis séricos de IgG1l e 1gG3
negativos apresentaram producdo destas imunoglobulinas no sobrenadante de culta.
Este fato sugere que estes individuos possuem plasmadcitos circulantes com
capacidade de producdo de anticorpos especificos, entretanto, ndo em valores
detectaveis no soro, talvez devido a frequéncia destas células ndo ser elevada
nestes individuos. A utilizacdo de testes soroldgicos para diagnéstico da LC é
bastante questiondvel, uma vez que existem relatos de reacdes falso negativas,
além de reatividade cruzada para outras doengas. Entretanto, pelo que foi
observado neste estudo, € possivel que a quantificacdo de anticorpos no
sobrenadante de cultura reflita melhor o que ocorre na clinica, podendo assim ser
uma potencial ferramenta diagndstica.

As fungbes imunologicas dos linfocitos B tém sido investigadas
ininterruptamente  em modelos de doencas associadas a resposta imune,
fundamentalmente as doencas autoimunes (Maecker et al. 2012). Com isso, uma
expressiva quantidade de novas informacdes a respeito desse subtipo de linfocito
tem sido acumulada, principalmente em relacdo a caracterizacdo fenotipica de

novas subpopulacdes e funcdes de células B. Através de ensaios citofluorimétricos,
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por meio de marcacdes de moléculas de superficie CD19, CD38 e IgD, uma
importante classificagdo de células B maduras tem sido utilizada na caracterizagédo
fenotipica/funcional destas células. E possivel distinguir cinco subpopulacbes de
linfécitos B em estagios de diferenciacdo com inicio em Bm1l (naive) e término em
Bm5 (memdéria). Bohnhorst e colaboradores (2001) observaram que estas
subpopulacdes de linfécitos B em individuos saudaveis estdo circulantes em sangue
periférico, e em equivaléncia proporcional quando comparadas com o0
compartimento linféide secundarios (ex. tonsila). A partir da analise da frequéncia
destas subpopulacées, Binar e colaboradores (2008) sugeriram a utilizacdo do perfil
destes linfocitos B para auxiliar o diagnostico da sindrome de Sjogren, baseado na
observacéo de que, em portadores desta sindrome, a porcentagem de células Bm2
e Bm2 é aumentada em comparacdo ao observado em pacientes com artrite
reumatoide e com lUpus eritematoso sistémico, enquanto que a porcentagem das
células Bm5 e Bm5 inicial é reduzida em relacdo a estas, demonstrando que este
perfil de células pode contribuir para a diferenciacdo da sindrome de Sjogren de
outras sindromes autoimunes reumaticas. Estes dados suportam a estratégia de
investigacao do perfil fenotipico/funcional de linfécitos B, tendo como amostra clinica
0 sangue periférico.

Linfocitos B circulantes ja foram sugeridos como biomarcadores de infeccdo
ativa por M. tuberculosis (Sebina et al. 2014). Ao avaliar a frequéncia de
plasmoblastos e células B de memadria em sangue periférico através de ensaios de
Enzyme-Linked ImmunoSpot (ELISPOT), Sebina e colaboradores (2014)
observaram que as frequéncias destas populacdes de linfécitos B em individuos com
evidéncias de tuberculose latente foram mais elevadas do que nos individuos que
ndo apresentaram evidéncias de tuberculose latente, sugerindo que a proporgédo
destas células pode ser util como um biomarcador da infecgéo pela micobactéria.

Em nosso estudo avaliamos o perfil das subpopulagfes de linfocitos B, naive,
de memodria inicial, de memdéria e plasmdcitos em individuos curados de LC, e se
estas subpopulagbes apresentavam diferentes porcentagens se comparados 0s
grupos previamente estabelecidos como tendo sorologia anti-Leishmania positiva ou
negativa. Nao foi observada diferenca significativa entre os dois grupos (p>0,05) nos
percentuais de nenhuma das subpopulacdes avaliadas. Entretanto, era esperado
que houvesse alguma diferenca entre os dois grupos, pelo menos quanto ao
percentual de plasmocitos, uma vez que as demais subpopulacdes de linfécitos B

nao possuem muita relacdo com a producdo de imunoglobulinas. Como esta

57



avaliacao foi realizada em sangue periférico, € provavel que outros tipos celulares,
como plasmacitos de vida longa, estejam envolvidos nesta producdo de anticorpos
anti-Leishmania em quantidade suficiente para ser quantificada no soro de
individuos curados de leishmaniose ha longo tempo.

Em relacdo a estimulacdo antigénica, foi observado que esta induziu uma
reducado significativa na porcentagem de células naive, fendbmeno que é esperado
numa resposta antigeno especifica, porém ndo nessa proporgio. E provavel que
este fendmeno tenha ocorrido também de forma inespecifica, em vista do percentual
de células que deixaram de ser naive. E possivel que, parte destas células fosse
especifica a outros antigenos, porém as condi¢des criadas in vitro foram capazes de
induzir a ativagdo destas células, através de citocinas ou o auxilio de linfocitos T
(figura 9). Fato que corrobora esta questédo € a observacao de que no grupo controle
pode ser observada uma tendéncia a reducdo nestas células naive apos a
estimulacdo antigénica, possivelmente devido a uma ativacdo inespecifica.

Por outro lado, ap0s a estimulacdo antigénica, a frequéncia de células B de
memoria inicial aumentou significativamente (figura 10), sugerindo que apés a
ativacdo os linfécitos B naive provavelmente se diferenciaram em células B de
memoria inicial (Kaminski et al. 2012). Também em relagdo a este fendbmeno é
possivel que ativacdes inespecificas tenham influenciado. Outro fato observado foi a
tendéncia a reducdo na porcentagem de plasmaocitos apos o estimulo antigénico
com Lb-Ag (p = 0,056), além da reducdo significativa destas células apds
estimulacdo com Tg-Ag (p = 0,043), o que nao era esperado, uma vez que células
ativadas tendem a proliferar. Entretanto, esta observacéo vai de encontro a reducéo
na producdo de imunoglobulinas especificas por plasmdécitos circulantes apos a
estimulacdo antigénica observada neste estudo. Porém, é possivel que esteja
ocorrendo a morte destas células devido ao tempo de cultura de cinco dias, 0 que
faz necessaria a realizacdo de um ensaio de cinética para verificar se a redugcéo no
percentual de plasmaocitos apés o estimulo antigénico esta relacionada ao tempo de
cultura.

Estudos demonstraram que a opsonizacdo de Leishmania por
imunoglobulinas especificas podem contribuir para mecanismos de evasédo desse
parasito (Pleass & Woof 2001, Miles et al. 2005, Buxbaun 2008). Por outro lado,
estudos em modelos experimentais com animais deficientes em produzir IgG
atribuem as imunoglobulinas o papel de resisténcia a infeccdo por Leishmania (Kima
et al. 2000).
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As informacdes na literatura a respeito do papel de anticorpos na resposta a
infeccdo por Leishmania ainda sdo escassas. Entretanto, em outros modelos de
infeccdo com patdgenos intracelulares ja foram descritos resultados interessantes.
Kumar e colaboradores (2015) demonstraram que a opsonizacédo de M. tuberculosis
por anticorpos presentes no soro de individuos que ndo desenvolveram sintomas de
tuberculose, porém apresentaram altos titulos de imunoglobulinas contra antigenos
da micobactéria, promoveu um aumento na captacdo e morte do bacilo pelos
macrofagos. Estes resultados nos fazem questionar se o soro de individuos
assintomaticos de leishmaniose também teriam anticorpos capazes de aumentar a
capacidade microbicida do macrofago. Em nosso estudo avaliamos se a
opsonizacao de formas promastigotas de L. braziliensis por anticorpos presentes no
soro de individuos curados de LC com sorologia positiva e negativa interfere na
atividade anti-Leishmania de macrofagos.

N&o foi observada diferenca significativa na taxa de infeccdo entre os
macréfagos infectados por promastigotas expostas ao soro, tanto de individuos
curados quanto sem historico de LC, independente da quantidade de anticorpos
opsonizantes, e os macrofagos infectados por promastigotas que nao foram tratadas
com soro, sugerindo que a presenca de anticorpos opsonizantes néo tem influéncia
na atividade fagocitica/microbicida do macréfago. Entretanto, vale ressaltar que
estes macréfagos sdo provenientes de mondcitos de linhagem THP-1, e foi vista
uma heterogeneidade morfolégica dos macréfagos observados nas laminas (figura
4), sugerindo uma heterogeneidade funcional destes macréfagos, que talvez possa
interferir na capacidade fagociticita/microbicida destas células, independente da
presencga do anticorpo ou ndo. Uma vez que esta linhagem precisa ser tratada com
droga para se diferenciar em macréfago, é possivel que esta heterogeneidade esteja
refletindo distintos estagios de diferenciacao.

Outra questdo importante € a diversidade de antigenos de superficie da
Leishmania que podem ser reconhecidos por diversos anticorpos, que ao se ligarem
a diferentes receptores presentes na superficie dos macrofagos podem gerar sinais
distintos, tanto de ativacdo quanto de inibicdo. Além disso, € possivel que os
anticorpos presente no soro do individuo, e que foram utilizados para opsonizar as
Leishmanias, ndo sejam especificos para antigenos de superficie da promastigota,
impossibilitando assim a opsnonizacdo. O fato de n&o termos observado difergas

funcionais decorrentes da presenca ou nao de anticorpos
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neutralizantes/opsonizantes pode ter sido em funcdo de um ou mais fatores
associados que foram anteriormente citados.

Em relacdo ao controle de opsonizagdo das promastigotas, a marcagao de
IgG aderida a superficie da Leishmania, foi possivel observar que a exposi¢do ao
soro de individuo curado de LC diluido em 1:5, teve uma intensidade de marcacéo
maior quando comparado a diluicdo 1:100. Entretanto, nas promastigotas expostas
ao soro de individuo sem histérico de LC, também foi possivel observar marcagéo
das Leishmanias nas duas diluicbes, o que nos faz questionar se estas diluicbes
seriam realmente as ideais para ser utilizada neste ensaio. Acredita-se nha
possbilidade de que na diluicdo 1:5 o soro estivesse muito concentrado, levando a
interacdes inespecificas, e que na diluicdo 1:100 estivesse diluido a ponto de nao
ocorrer mais o efeito opsonizante, sendo este o motivo de ndo vermos diferenca
entre o individuo curado e o controle na imunofluorescéncia, assim como néo foi
observada nenhuma diferenca em relacdo as duas diluicbes em nenhum dos
parametros analisados neste ensaio.

A producao das citocinas IL-6, IL-1p e IL-1ra no sobrenadante de cultura dos
macréfagos foi semelhante entre os que foram infectados por promastigotas
expostas ao soro diluido 1:5, ao soro diluido 1:100 e por promastigotas que nao
foram opsonizadas, sugerindo que a opsonizacdo nao interferiu na producédo de
citocinas inflamatérias por estes macréfagos. Nao foi observada diferenca
significativa entre os grupos como sorologia positiva e negativa (p>0,05) em relacéo
a nenhum dos fatores analisados no sobrenadante de cultura de macréfagos.

Em suma, os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o0s
pacientes curados de LC que mantém sorologia positiva e 0os apresentam sorologia
negativa para antigenos de Leishmania sdo semelhantes entre si fenotipicamente,
no que diz respeito as subpopulacbes de linfocitos B de sangue periférico, e
funcionalmente, no que diz respeito a influéncia de anticorpos opsonizantes na
atividade anti-Leishmania de macrofagos, bem como em relacdo a capacidade de
producéo de IgG1 e IgG3 por plasmaocitos do sangue circulantes. Adicionalmente, foi
observado que estes anticorpos remanescentes no plasma provavelmente nao
foram produzidos somente por plasmadcitos recém-ativados circulantes em sangue
periférico, mas também por outras populacdes celulares.

Contudo, fica clara a necessidade de novos estudos sobre a resposta
humoral, uma vez que o preenchimento das lacunas de conhecimento sobre a

atividade de linfécitos B e anticorpos na infeccdo por Leishmania pode contribuir
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para o entendimento da imunopatogenia da LC, sobretudo daqueles casos que ao
longo do tempo poés-tratamento apresentam reativagdo da doenca ou que evoluem
para a forma clinica de maior gravidade. Além disso, entender como o linfocito B
participa no controle do parasito pode nos auxiliar na definicAho de novos
biomarcadores associados com 0 prognostico, assim como no estabelecimento de

novas estratégias terapéuticas e de imunoprofilaxia.
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6 CONCLUSOES

* Linfécitos B circulantes de individuos curados de LC sdo capazes de
produzir anticorpos 1gG1 e IgG3 anti-Leishmania in vitro, porém esta capacidade nao
esta correlacionada com a dosagem sérica dessas imunoglobulinas, sugerindo que
outras células, como por exemplo plasmdcitos de vida longa, provavelmente
contribuem para a manutencdo de imunoglobulinas especificas no plasma de

individuos clinicamente curados por longos periodos de tempo.

e O perfil imunofenotipico das subpopulacbes de linfocitos B ¢é
estatisticamente semelhante entre individuos que apresentam sorologia anti-
Leishmania positiva e negativa apos a cura clinica da LC, bem como néo é diferente

entre os individuos curados h& longo tempo e os individuos sem historico de LC.

* |Individuos curados de LC que apresentam sorologia anti-Leishmania
positiva e negativa ndo diferem entre si no que diz respeito a resposta de
macréfagos a infeccdo por L. braziliensis opsonizada. A presenca de anticorpos
opsonizantes parece nao influenciar a atividade anti-Leishmania de macréfagos no

que diz respeito a fagocitose, producao de nitrito e secre¢éo de citocinas.
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