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RESUMO

Avaliac¢io das células T CD8* em pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana.

A imunopatogénese da leishmaniose cutinea € dependente de uma complexa rede de interagao
envolvendo tanto o parasita quanto fatores do hospedeiro. As células T CD8" sdo importantes
na resposta imune do organismo contra virus, porém pouco € conhecido sobre sua participagao
na defesa contra parasitas. Durante a fase aguda da infecgao por leishmania, um grande niimero
de células T CD8" tem sido observado tanto nas lesdes como também no sangue periférico dos
pacientes. Nesse estudo avaliamos os linfocitos T CD8" tanto no sangue periférico quanto em
bidpsias de pacientes com leishmaniose tegumentar americana na fase inicial da infecg@o.
Analises de citometria de fluxo (FACS) foram feitas para caracterizar a expressido de
marcadores de ativagao (CD25 e CD71), enderecamento (CD62L, CCR7 e CLA), produgao de
citocinas € expressao de Granzima B em células mononucleares do sangue periférico ex-vivo e
apds a esuimulagdo com Leishmania braziliensis, como também, nas células obtidas de
bidpsias. Uma maior freqiiéncia na expressao de marcadores de ativagao (CD25 e CD71) e
enderecamento (CLA) foi observada nas células T CDS8" dos pacientes, tanto nas andlises do
ex-vivo quanto apOs estimulacdo com leishmania. Uma maior freqiiéncia de células T
CD8'CLA" foi também encontrada nas bidpsias, sugerindo que essas células estariam se
deslocando do sangue periférico para o tecido da lesdo. Anélises de FACS mostraram ainda
uma maior produgdo de 1L-10 e granzima B nas células T CD8" apés estimulagio com
leishmania sugerindo que essas células podem estar participando dos mecanismos de regulagio
e citotoxicidade. Andlises de imunofluorescéncia do tecido da lesdo mostraram uma co-
localizagio entre as células T CD8" e granzima B, indicando um possivel papel citotéxico
dessas células. Esses resultados sugerem que as células T CD8", de pacientes com leishmaniose
cutanea localizada na fase inicial da infec¢do, apresentam um perfil caracteristico de células
efetoras e que tais células estdo se dirigindo para o tecido da lesdo, onde exercem uma agao
citotoxica e reguladora.

Finaciamento: CNPq, FAPESB (PRONEX)

Palavras-chave: células T CD8", leishmaniose, L. braziliensis, Granzima B.
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ABSTRACT

Evaluation of CD8" T cells in patients with American Tegumentar Leishmaniasis.

The immunopathogenesis of cutaneous leishmaniasis is dependent on a complex network of
interaction involving both the parasite and host factors. CD8" T cells are important in the
immune response against viruses, but little is known about their involvement in defense against
parasites. During the acute phase of infection with leishmania, a large number of CD8" T cells
have been observed both in the lesions but also in the peripheral blood of patients. As shown by
our group, these cells are involved in the chronicity of infection through the exacerbation of
tissue lesions caused by Leishmania braziliensis. In this study we evaluated CD8* T
lymphocytes both in peripheral blood and in biopsies of patients with American Tegumentar
Leishmaniasis in the early phase of infection. Analysis by flow cytometry (FACS) was
performed to characterize the expression of activation markers (CD25 and CD71), and
addressing (CD62L, CCR7 and CLA), markers as well as- the production of cytokines and
expression of granzyme B in peripheral blood mononuclear cell (PBMC) ex vivo and after
stimulation with Leishmania braziliensis. We also performed the analysis in cells obtained
from patients’ biopsies. Increase in the frequency of expression of activation (CD25 and CD71)
markers and addressing markers (CLA) was observed in CD8" T cells of patients, both in the ex
vivo analysis or after stimulation with leishmania. Higher frequency of CD8*CLA* T cells was
also found in the biopsies, suggesting that these cells would migrate from peripheral blood to
the lesion. FACS analysis showed increase production of IL-10 and granzyme B in CD8* T
cells after stimulation with leishmania suggesting that these cells may participate of the
mechanisms of regulation and cytotoxicity. These results suggest that CD8* T cells in patients
with ATL in early stages of infection, have a peculiar profile of effectors cells and such cells
migrate to the tissue of the lesion, where act in cytotoxic and regulatory response.

Supported by CNPq, FAPESB (PRONEX)

Keywords: CD8* T cells, leishmaniasis, L. braziliensis, Granzyme B.
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1- INTRODUCAQO

1.1. LEISHMANIOSES

As leishmanioses sao antropozoonoses causadas por protozodrios do género Leishmania
(famiha Trypanosomatidae, ordem Kinedoplastida). Sao consideradas um grande prdb]ema de
saide puiblica e sdo endémicas em 88 paises das Américas Central e Sul, Africa e Asia. No
entanto, 90% dos casos da leishmaniose cutdnea ocorrem no Iran, Afeganistdao, Argélia, Ardbia
Saudita, Siria, Peru e Brasil. A Organiza¢cdo Mundial da Satdde estima que 350 milhdes de
pessoas estejam expostas ao risco da infec¢do e aproximadamente dois milhdes de novos casos
das diferentes formas clinicas sejam relatados anualmente
(http://www.who.int/tdr/dw/leish2004.htm). No Brasil foram registrados 19.070 casos da
Leishmaniose Cutdnea Localizada em 2008, sendo que 2.952 notificagdes foram provenientes
da Bahia, (MS/SVS, SES e SINAN, 2008)

Os protozodrios do género Leishmania sao parasitos intracelulares obrigatérios,
digenéticos. Sao encontrados na forma flagelada promastigota e na forma amastigota sem
flagelo. Os promastigotas estdo presentes no interior do trato digestivo do vetor, flebotomineos
do género Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo). A forma amastigota
encontra-se no interior de células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro vertebrado.
A transmissdo do parasita ocorre quando a f€mea do vetor flebotomineo infectado, ao realizar
seu repasto sangiiineo, pica um hospedeiro mamifero e inocula junto com a saliva as formas
promastigotas metaciclicas. As formas metaciclicas sdo fagocitadas por macréfagos e se
instalam no interior do vactolo parasitéforo. Neste vaciolo, o promastigota diferencia-se em
amastigota, o qual se multiplica por divisdo bindria e, apds sucessivas divisdes, 0 macréfago se
rompe ¢ os amastigotas liberados sao fagocitados por novas células hospedeiras, propagando a
infec¢@o no hospedeiro vertebrado (revisado em Genaro et al., 2000).

A transmissao para o hospedeiro invertebrado ocorre quando a fémea do fleb6tomo, ao
se alimentar em um hospedeiro infectado, ingere macréfagos parasitados por formas
amastigotas. No interior do trato digestivo do inseto os macréfagos se rompem liberando as
formas amastigotas as quais sofrem divisdes multiplicam-se e se transformam em
promastigotas ainda no sangue ingerido, envolto pela matriz peritréfica secretada pelas células
do estdmago do inseto. Apds a digestdo, a matriz se rompe e as promastigotas colonizam o

piloro ou ileo (subgénero Viannia) ou colonizam o estdmago (subgénero Leishmania)


http://www.who.intytdr/dw/leish2004.htm
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(Alexander et al., 1999). Prosseguindo a metaciclogénese, em ambos os casos, as promastigotas
migram para as regioes anteriores do intestino e, no segundo repasto sangiiineo, quando o
fleb6tomo infectado ingere o sangue, ele ejeta as formas promastigotas metaciclicas pelo
mesmo canal (Schiein, 1993).

O género Leishmania pode ser dividido em dois subgéneros: o subgénero Leishmania
que engloba o complexo Leishmania donovani e o complexo Leishmania mexicana € o
subgénero Viannia que engloba o complexo Leishmania braziliensis somente (Lainson et al.,
1987). As leishmanioses, por sua vez, apresentam duas formas clinicas principais: a
leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar (LT). A LV é uma forma grave e pode
ser fatal se nao tratada. Consiste em uma infec¢do generalizada que acomete o sistema
reticuloendotelial envolvendo baco, figado, medula 6ssea e linfonodo (revisado em Bittencourt
and Barral-Netto, 1995) A leishmaniose tegumentar apresenta um amplo espectro de
manifestacoes clinicas sendo as principais a leishmaniose cutianeo-localizada (LCL), a
leishmaniose cutdnea mucosa (LCM) e a leishmaniose cutineo-difusa (LCD). Nas Américas, a
LT é causada por uma variedade de espécies sendo seus principais agentes etioldgicos a
Leishmania braziliensis, a Leishmania amazonensis € a Leishmania guyanensis, enquanto que,
no Velho Mundo, as espécies responsaveis por esta manifestagcdo da doenca sao, entre outras, a
Leishmania tropica, a Leishmania major e a Leishmania aethiopica. A ocorréncia de diferentes
manifestacdes clinicas da leishmaniose depende de complexas interagdes que abrangem, desde
a caracteristica infectiva da espécie de Leishmania até o estado imunolégico do hospedeiro

humano (Pearson and Sousa, 1996).

1.2. ASPECTOS CLINICOS DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

Um amplo espectro de formas clinicas pode ser vistos na LTA.

1.2.1- Leishmaniose Cutanea Localizada

A LCL ¢é a forma clinica mais freqiiente sendo que no Brasil é ocasionada,
principalmente, pelas espécies L. braziliensis e L. amazonensis. A LCL tem como principal
caracteristica uma lesao ulcerada que se desenvolve, geralmente, nos membros inferiores, no
local de inoculag@o do parasito pelo inseto vetor. A lesdo ulcerada com fundo granuloso, de
bordos bem delimitados, elevado e eritematoso geralmente indolor é a apresentagao mais

comum. Podem ocorrer lesdes cutineas tinicas ou miltiplas. Ocasionalmente, lesdes verrugosas
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sao observadas (Marsden, 1986). Um achado clinico encontrado em alguns pacientes é a
linfadenopatia regional, que, por vezes precede o aparecimento de lesdes cutineas (Barral et al.,
1992). Alguns casos podem evoluir para a cura espontinea, contudo, a maioria requer
tratamento com drogas leishmanicidas (Costa et al., 1990; Marsden et al.,, 1984). Alguns
pacientes podem apresentar lesoes multiplas, decorrentes possivelmente de picadas miltiplas

do vetor (Pearson and Sousa, 1996).
1.2.2- Leishmaniose Mucosa

Estima-se que 3 a 5% dos casos de LCL causados por L.braziliensis desenvolvam lesao
cutanea mucosa (Marsden, 1986; Netto et al., 1990). Pacientes com lesdes cutdneas miiltiplas,
lesdes extensas € com mais de um ano de evolugao, localizadas acima da cintura, s3o o grupo
com maior risco de desenvolver LM (Marsden, 1990). A forma mucosa € classicamente tida
como secundaria e metastdtica havendo mais raramente a possibilidade de ocorrer
acometimento da mucosa por contigiildade das lesdes de pele na face ou por inoculag@o direta
do parasito. A LM se expressa principalmente por lesdes destrutivas localizadas nas mucosas
das vias aéreas superiores acometendo palato mole e duro, dvula, faringe, gengivas e labio

superior (Castes et al., 1984).

1.2.3 Leishmaniose Cutanea Disseminada

E uma expressdo relativamente rara, aproximadamente 2% dos pacientes com LCL
apresentam disseminagao da lesao inicial. Pode-se observar o aparecimento de miltiplas lesoes
pequenas, papulares e de aparéncia acneiforme, que podem atingir cerca de 800 lesdes
espalhadas por varias partes do corpo (Carvalho et al.,, 1994). Em 38 % dos pacientes,
aproximadamente, ocorre comprometimento concomitante das mucosas e manifestagoes
sistémicas, como febre, dores musculares e calafrios sugerindo que a disseminagdo seja

hematogénica (Carvalho et al., 1994; Costa et al., 1986)
1.2.4 Leishmaniose Cutanea Difusa
A LCD constituil uma forma clinica rara, porém grave. Inicia-se com uma lesio tnica

que evolui de forma lenta com formagdo de placas e multiplas nodulagdes nio ulceradas

recobrindo grandes extensdes cutineas. As lesoes da mucosa sdo discretas e superficiais, sem
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dano tecidual como as observadas na forma cutineo-mucosa. A forma ndo responsiva
caracteriza-se por nao apresentar ulcera, ter curso lento e progressivo, com resposta imune
anérgica (Convit and Kerdel-Vegas, 1965; Da Silva, 1982). A forma subpolar pode apresentar
sinais de resposta imune e lise do parasito, com a cura espontinea de lesdes em algumas areas
do corpo (Barral et al., 1995; Costa et al., 1995). A resposta a terap€utica € refrataria em ambos

0OS$ Casos.

1.3-RESPOSTA IMUNE NA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

O controle de uma infecg¢do depende da capacidade do nosso organismo em montar uma
resposta imune eficiente contra o agente infeccioso. O controle dessa resposta € fundamental
para o estabelecimento da patologia ou da cura. Essa acdo coordenada do sistema imune
envolve a mobilizagdo de mecanismos inflamatérios e antiinflamatérios (Faria et al., 2005).

A leishminia é um parasito intracelular obrigatério no hospedeiro vertebrado ¢ a
resposta imune protetora a esse parasito se caracteriza por uma imunidade celular (Bryceson,
1970; Da-Cruz et al., 2002). Os eventos inicials que ocorrem apds o estabelecimento da
infec¢do podem ser determinantes para o curso da resposta efetora. A resposta imune celular na
leishmaniose vem sendo amplamente estudada em modelos que utilizam camundongos
resistentes € susceptiveis a infecgdo com diferentes espécies de leishmania. Modelos de
resisténcia a Leishmania major t€m sido caracterizados pelo desenvolvimento de uma resposta
Thl(do inglés T helper 1) associada com a producdo de citocinas pré-inflamatérias com IL-12,
IL-2, IL-8, IFN-y e TNF-a. O IFN-y leva a ativagdo de mecanismos leishmanicidas do
macréfago como a sintese de 6xido nitrico (NO) (Liew et al., 1990; Murray and Cartelli, 1983),
de radicais livres derivados do oxigénio e de enzimas lisossomais (Channon et al., 1984;
Murray, 1981; Passwell et al., 1994) que levam a destruigdo do parasita. O TNF-a também esta
envolvido na indugdo da ativagdao de macréfagos em sinergismo com IFN-y, estimulando-os a
produzirem 6xido nitrico (NO) (Liew et al., 1990; Theodos et al., 1991). Além disso, o IFN-y
induz a ativagdo de células dendriticas e a secre¢do de interleucina 12 (IL-12) por células
apresentadoras de antigenos. A IL-12 € uma citocina com importante papel na inducio da
producdo de IFN-y por células T CD4" (Gumy et al., 2004). A secre¢do de IL-12 pode ser
desencadeada pela fagocitose do parasito e pode ser amplificada pelo IFN-y (Marovich et al.,

2000; Sutterwala and Mosser, 1999), estabelecendo uma importante al¢a de ampliagao positiva
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(Belosevic et al.,, 1989; Heinzel et al., 1995) que induzem a destruicao do parasito pelo
macréfago (Nacy et al., 1985; Reiner and Locksley, 1995).

A susceptibilidade da infec¢ao do modelo murino estd associada com a resposta Th2
(do inglés T helper 2), caracterizada pela producdo de IL-4, IL-10, IL-5, IL-13 e TGF-B. A
interleucina 4 (IL-4), interleucina 13 (IL-13) e o fator transformador do crescimento beta (TGF-
B) inibem a producdo de intermedidrios reativos de oxigénio em macréfagos ativados por
IFN—y (Bogdan et al., 2000) possibilitando a sobrevida dos parasitas e progressio da doenca
(Hondowicz and Scott, 1999; Launois et al., 1997). IL-10 ¢ uma importante citocina
imunomodulatéria, parece regular a resposta imune tanto em camundongos susceptiveis como
em resistentes. A producao do IL-10 tem sido atribuida a mecanismos supressores mediados
por um subtipo de células T denominado células T regulatérias (T reg) (Belkaid, 2003). IL-10 é
um potente inibidor da produgdo de IFN-y (Belkaid et al., 2001) e TNF-a (Antonelli et al.,
2004) esse fato favorece a persisténcia do parasita no tecido das lesdes (Belkaid et al., 2001).
No entanto, a produgdo de 1L-10 por células Treg parece ser importante para manutengdo da
imunidade em camundongos resistentes (Belkaid et al, 2002a). Células T regulatérias
produtoras de IL-10 também t€m sido demonstradas em lesdes de pacientes com leishmaniose
cutanea (Campanelli et al., 2006). Entretanto, esse mecanismo precisa ser melhor esclarecido,
ja4 que trabalhos com toxoplasmose (Jankovic et al., 2007) e também com leishmaniose
(Anderson et al., 2007) tém atribuido a células Thl a produgio do IL-10.

Assim como € observado no modelo experimental, na leishmaniose humana o perfil de
linfécitos T e as citocinas que sao produzidas por essas células estdo associadas ao processo de
cura (Coutinho et al., 1998; Coutinho et al., 1996; Da-Cruz et al., 1994), ao desenvolvimento da
doenca (Bomfim et al., 1996; Carvalho et al., 1985; Ribeiro-de-Jesus et al., 1998) e também aos
mecanismos de protecdo (Castes et al., 1994; Mendonca et al., 1995).

Na leishmaniose cutdnea humana observa-se um amplo espectro de formas clinicas ¢ a
resposta imune desempenha um importante papel na patogénese, ndo existindo uma clara
polarizagio da resposta imune em Thl ou Th2 como o observado em modelos experimentais
com L. major (Ajdary et al., 2000). O controle da infec¢ao parece estar relacionado com uma
resposta inflamatéria modulada (Bottrel et al., 2001; Reed et al., 2003). Os pacientes com
leishmaniose cutidnea disseminada t€ém uma resposta imune anérgica aos antigenos de
leishmania. Ensaios in vitro com células mononucleares do sangue periférico (CMSP) desses
pacientes quando estimuladas com antigenos de leishmania mostraram producido de TNF-a e

IFN-y em niveis inferiores ao observados em pacientes com L.CL, enquanto que a produgio de
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citocinas antiinflamatérias como IL-5 e IL-10 foi similar entre as duas formas da doenga
(Leopoldo et al., 2006). A LCD ¢ caracterizada pela auséncia da resposta imune mediada por
célula para leishménia (Convit et al., 1993; Zerpa et al., 2007). As CMSP desses pacientes
quando estimuladas com antigenos de leishménia produzem altas concentragdes de citocinas
como IL-10, IL-4 e também IL-2, e nenhuma produc¢do de IFN-y ¢ observada (Bomfim et al.,
1996). A LM por outro lado, faz parte do p6lo hiper-responsivo da doenca, os pacientes com
essa patologia desenvolvem uma resposta imune exacerbada (Bacellar et al., 2002) com teste
intra-dérmico de Montenegro (IDRM) positivo (Antonelli et al., 2005; Convit et al., 1993;
Pirmez et al., 1993). As CMSP quando estimuladas com antigenos de leishmania produzem
altos niveis de TNF-a e IFN-y e baixos niveis de JL-10, quando comparados com LCL
(Bacellar et al., 2002). Os pacientes com LCL, por outro lado, desenvolvem uma resposta
imune apropriada e bem modulada, com uma mistura de citocinas pré e antiinflamatérias, a
resposta ao teste IDRM também € positiva nesse pacientes.

Os pacientes com LCL infectados com L. braziliensis mostram um aumento preferencial
de células T CD4" no sangue periférico na fase ativa da doenga (Da-Cruz et al., 1994). As
células T CD4" sdo as principais células produtoras de IFN-y apés estimulagdo in vitro com
antigeno solivel de leishméania (SLA) (Antonelli et al., 2004; Bottrel et al., 2001). Esses
pacientes também produzem IL-10, que exerce uma importante fun¢io na regulacao da resposta
imune necessaria para o controle da infecgado, inibindo alguns efeitos produzidos pelo IFN-y
(Bacellar et al., 2002; Belkaid et al., 2001; Gomes-Silva et al., 2007; Rocha et al., 1999) como
a resposta inflamatéria exacerbada encontrada em pacientes com LM (Brodskyn et al., 1997,
Gomes-Silva et al., 2007). Um fator importante da infec¢cdo por leishménia é que a resposta
imune encontrada no tecido da lesdo parece ser diferente da vista no sangue periférico (Pirmez
et al., 1990). Em pacientes com LCL, causada por L. braziliensis, a cura da infecgdo esta
associada a produgdo de IFN-y (Kolde et al., 1996) e IL-2 que predominam sobre a producgo de
IL-4 (Louzir et al., 1998; Pirmez et al., 1993). No entanto, a alta freqii€ncia de linfécitos
produzindo IFN-y e TNF-a tem se correlacionado com o tamanho da lesdo, o que pode indicar
que essas citocinas estejam contribuindo para o dano tecidual (Antonelli et al., 2005). Ja foi
demonstrado também que 1L-4 e IL-13, citocinas antiinflamatérias, sdo encontradas no tecido
em lesOes iniciais, sugerindo que teriam um papel na imunoregulacdo de ledes recentes
(Bourreau et al., 2003). Em pacientes curados a imunidade adquirida a infec¢do € caracterizada
pela manuteng@o da produgdo de IFN-y pelas células T CD4" e T CD8" reativas a leishmania

(Da-Cruz et al., 2002)
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1.4-FUNCAO DAS CELULAS T CDS8*

As células T CD8" sido importantes na resposta imune do organismo contra virus, porém
pouco € conhecido sobre sua participacdo na defesa contra parasitas (Ruiz and Becker, 2007).
A agdo citotoxica das células T CD8" pode ocorrer por meio de trés mecanismos
complementares. Dois envolvem o contato direto entre as células T CD8" e as células alvo e
sao eles: citotoxicidade mediada por granulos e interagdo de moléculas expressas na membrana
das células T CD8" e das células alvo (Trapani and Smyth, 2002). O terceiro mecanismo €é
mediado pela secrecao de citocinas como IFN-y e TNF-a (Harty et al., 2000; Muller et al.,
1994).

Ap6s o reconhecimento do antigeno e posterior ativagdo, as células T CD8" ligadas
especificamente as células alvo liberam o seu conteido de granulos induzindo a morte celular
por apoptose (Smyth et al., 2001), essa especificidade evita que as células adjacentes ou mesmo
as células T CD8" citotoxicas sejam lisadas. Os granulos contem vérias moléculas que incluem
proteinas formadoras de poro, denominadas perforina, granulizinas, serinas proteases,
chamadas de granzimas (Krensky, 2000; Smyth et al.,, 2001). A maioria dessas proteinas
citoliticas encontra-se pré-sintetizadas e ja estdo prontas para serem usadas. A perforina tem um
papel essencial no processo de lise celular, primeiro com a formagao de poros na membrana da
c€lula alvo e mais importante, favorecendo a entrada de outros mediadores do endossoma para
o citosol e o niicleo (Browne et al., 1999; Shi et al., 1997).

As células T CD8" citotoxicas de camundongos possuem oitos granzimas identificadas
(A-G e M), mas apenas cinco granzimas sao conhecidas em humanos (A, B, H, M e triptase 2
que também € conhecida como granzima3) (Trapani, 2001), mas as granzimas A, B sdo as mais
abundantes e possuem vias distintas de indugdo de apoptose. A granzima B é a mais bem
caracterizada e atua através de vias dependentes e independentes de caspases para induzir a
rapida fragmentacdo do DNA e € a principal protease responsavel pela apoptose das células
alvo (Heusel et al., 1994; Smyth et al., 2001). As caspases formam uma familia conservada de
cistelnas proteases que apresentam diversas fungdes em respostas inflamatérias e em vias de
apoptose celular (Ho and Hawkins, 2005).

A granzima A induz um aumento da acessibilidade do DNA para endonucleases
exdgenas e induz ativagdo de caspases de maneira menos eficiente que a granzima B (Trapani,
2001). Os genes de perforina e granzima podem ser diferentemente regulados e expressos em

opulacdes de células T CD8" ativas, em infecces com o virus da influenza em camundongos,
p
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por exemplo, observa-se um aumento da indu¢do de perforina e granzimas A e B, mas ndo de
granzima C (Johnson et al., 2003).

Outro mecanismo utilizado pelas células T CD8' para induzir morte celular por
apoptose ¢ a via do Fas/FasL. O Fas (CD95) ¢ um membro da familia de receptores do fator de
necrose tumural (TNF) expresso por todos os tipos celulares (Cascino et al., 1995; Li et al.,
1998). A interagdao do Fas com uma proteina de membrana expressa pelas células T CD8"
ativadas, chamada ligante de FasL (CD95L), leva a ativagao de caspase-8, e conseqlientemente
a indugao da morte celular por apoptose (Trapani and Smyth, 2002).

O terceiro mecanismo ¢ mediado pela secrecdo de citocinas. Anteriormente acreditava-
se que as células T CD8" fossem formadas por uma populagio homogénea de células T
citoliticas e com capacidade limitada de produgdo de citocinas (Vukmanovic-Stejic et al.,,
2000). Atualmente, estudos véem demonstrando que as células T CD8" podem produzir uma
variedade de citocinas como IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10 e TGF-, e de acordo com
as suas caracteristicas € com as citocinas produzidas elas foram subdivididas em Tcl e Tc2
(Salgame et al., 1991). As células T CD8" tém um papel importante na regulagio da ativagdo e
diferenciacdo das células T CD4" (Vukmanovic-Stejic et al., 2000). Essa regulacio pode ser
mediada através da secrecdo de citocinas ou por interacao direta entre as células. Essas células
também possuem a capacidade de influenciar outros componentes da resposta imune, como
ativacido de macréfagos e regulacao da producao de anticorpo pelos linfécitos B (Maggi et al.,

1994).
1.4.1 CELULAS T CD8* CITOTOXICAS NA LEISHMANIOSE

Muito do que se tem descrito na literatura sobre a acdo das células T CD8* na
leishmaniose foi demonstrado em modelos murinos. Em 1991, Muller et al. mostraram que com
a deplegio transitéria inicial de células T CD4” em camundongos susceptiveis a infec¢do com
L. major podiam se tomar resistentes, essa resisténcia foi atribuida a um ambiente rico em
células T CD8". Eles também observaram nesse mesmo modelo que a auséncia de células T
CD8§" favorecia a susceptibilidade a infec¢io (Muller et al., 1991) . Em 2003, Herath e
colaboradores, utilizando esse mesmo modelo de infec¢do, mostraram que a deple¢do de
células T CD8”, reduzia os niveis de [FN-y produzidos, como também a freqiiéncia de células T
CD4" produtoras de IFN-y, indicando a existéncia de uma interagio entre as células T CD4% e T

CD8". Outros estudos, porém, utilizando diferentes modelos de linhagens de camundongos
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resistentes 2 infec¢do com L. major, demonstraram que as células T CDS8' nido eram
importantes na resolugdo da infec¢do priméria, mas que essas células eram requeridas no
controle de re-infec¢oes. Em 2002, Belkaid e colaboradores utilizando um modelo de infecgao
que se assemelha 2 infecgdo natural, demonstraram que as células T CD8* sao importantes para
controlar infec¢oes primarias em camundongos resistentes infectados com L. major (Belkaid et
al., 2002b). Essas diferengas encontradas na literatura podem estar associadas a diferentes vias
de infeccao e a diferentes concentracdes de parasitas inoculados no tecido.

Na leishmaniose humana ja foi demonstrado que as células T CD8" desempenham um
importante papel nos processos de cura (Coutinho et al., 1996; Da-Cruz et al., 1994; Maasho et
al., 1998), e de resisténcia a infeccdo (Mendonca et al., 1995) mas, poucos trabalhos tém
avaliado a participagio dessas células citotéxicas na infec¢@o primaria. No entanto, as células T
CD8" vém sendo observadas tanto no infiltrado inflamatério do sitio da lesdo como no sangue
periférico dos pacientes infectados (Ruiz and Becker, 2007). Em infec¢des com L. braziliensis
foi descrito um aumento preferencial de células T CD8" reativas a antigenos de leishménia nas
CMSP dos pacientes durante o processo de cura da infec¢do (Da-Cruz et al., 2002), essas
células seriam importantes no desenvolvimento da imunidade adquirida a infecg¢ao. Entretanto,
um aumento preferencial de células T CD8" foi observado no infiltrado inflamatério das lesdes
de pacientes infectados por L. venezuelensis (Modlin et al., 1985), L. panamensis (Isaza et al.,
1996), L. braziliensis (Da-Cruz et al., 2005) e L. major (Gaafar et al., 1999) na fase ativa da
infecgdo, o que pode sugerir que fatores imunoregulatérios poderiam favorecer o recrutamento
dessas células para o sitio da lesdo, e que elas estariam contribuindo com os processos de
eliminagdo do parasita, mas também poderiam estar associadas com a exacerbagdo da lesao
tecidual.

As células T CD8" podem participar do controle da infecgdo por leishminia através de
diferentes mecanismos como pela produgdo de IFN-y (Gaafar et al., 1999; Muller et al., 1994),
pela modulagio da resposta das células T CD4" ou pela agfo citotéxica direta em macréfagos
infectados (Da-Cruz et al., 1994). Tanto a citotoxicidade mediada por granulos quanto a via do
Fas/FasL parecem ser importantes no controle da infec¢do. Eidsmo e colaboradores, em 2005,
observaram um aumento na expressao de Fas e FasL em bidpsias de pacientes infectados com
L. major. Uma maior atividade citotéxica associada com a atividade da granzima B foi
também observada em individuos infectado com L. major (Bousoffara et al., 2004). Esses
mecanismos estariam associados com o controle da replicacao do parasita.

A agao das células T CD8" citotéxicas também tem sido avaliada em mecanismos que

determinam a resisténcia a infecgoes contra outros patégenos. Em pacientes infectados com
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Mycobacterium leprae, por exemplo, um infiltrado inflamatério rico em células T CD8*

citotéxicas € predominante nas lesoes tuberculdides (Kahawita and Lockwood, 2008). Na
maldaria severa a resisténcia a infec¢ao tem sido correlacionada com a presenga dessas células
(Urban and Roberts, 2003). Mecanismos citotoxicos dependentes de liberagao de granulos sao
importantes na resisténcia a infecgdes aguda, cronica e secundaria de 7. gondii (Dlugonska,
2000). Modelos experimentais de infeccdo com o Trypanossoma cruzi também mostram a
importancia de mecanismos efetores das células T CD8" no controle da parasitemia (Brodskyn
et al., 1996; Harty et al., 2000), em infec¢des com Listeria monocytogenes a participagao
dessas células € correlacionada com a resisténcia e a imunidade (Pamer, 2004).

Entretanto, a a¢do das células T CD8"* também tem sido associada com a cronicidade
das infeccOes. Na LM a exacerbacao do dano tecidual observado nos pacientes tem sido
relacionado a presenga de células T CD8" citotéxicas (Barral-Netto et al., 1995; Brodskyn et
al., 1997) e a elevada producdo de IFN-y e TNF-a encontrados tanto no sangue periférico

como no sitio da lesao (Bacellar et al., 2002; Tuon et al., 2008)

1.5- MARCADORES FENOTIPICOS

1.5.1- Marcadores de Ativacao

A estimulagdo de leucdcitos leva a expressao de diversos marcadores associados com
padroes diferentes de ativagdo. Dentre essas moléculas destacam-se CD69, CD71 e CD25.
CD69 ¢ um receptor de superficie expresso em linfécitos T, linfécitos B, mondcitos, células
natural killer, neutréfilos e plaquetas (Bajorath and Aruffo, 1994; Natarajan et al., 2000;
Sancho et al., 2005). O ligante biologico do CD69 ainda é desconhecido (Bajorath and Aruffo,
1994) e sua expressao € encontrada em linfécitos T ativados, mas ndo em células T em repouso
(Sancho et al., 2005). Na leishmaniose muitos trabalhos tém correlacionado a expressao de
marcadores de ativacao e a resposta das células T. Em 2005, Antonelli et al., observaram uma
correlag@o positiva entre a freqiiéncia de células T CD4" expressando CD69 e o tamanho da
lesio (Antonelli et al., 2005). Em 2002, Diaz e colaboradores demonstraram um aumento
significante do nimero de células T expressando CD69 no tecido da lesdo de pacientes com
Leishmaniose Cutidnea Intermediaria. Uma maior freqiiéncia de células T CD4" e CD8"
expressando CD69 tem sido observada, também, em infec¢des com Listeria monocytogenes
(Maruyama et al., 2007).

Embora a maioria dos trabalhos in vitro sugira que CD69 atua como receptor com

funcdo pro-inflamatéria, ja que a sua express@o estd associada com a indugdo da produgéo de
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IL-2 (Cebrian et al., 1988), sintese de TNF-a (Santis et al., 1992), indugao da secregao de 6xido
nitrico pelos mondcitos (De Maria et al., 1994) e degranulacio de plaquetas (Testi et al., 1990),
recentes resultados in vivo indicam que esse receptor pode atuar como molécula regulatéria,
pela inducdo da produgao de TGF-B, modulando a resposta inflamatéria (Han et al., 2009,
Sancho et al., 2005).

CD71 é o receptor de transferrina, uma proteina que transporta o ferro no soro, é
amplamente expresso em células em proliferagdo e diferenciagdo (Bayer et al., 1998). Esta
envolvido com a captagéo celular de ferro e associado de forma nao covalente com a porgao
(zeta) do TCR nas células T (Salmeron et al., 1995), sendo considerado um receptor de células
T no estdgio tardio de ativagdo. Ele € pouco expresso em linfécitos em repouso, mas sua
expressdo ¢ aumentada em células ativadas. O aumento na freqiiéncia de células T expressando
CD71 tem sido observado em diferentes infec¢des, na filariose ja foi demonstrado que CMSP
de pacientes quando estimuladas com larvas de filaria aumentam a freqiiéncia de linfocitos T
expressando CD71 (Babu and Nutman, 2003). Uma maior freqiiéncia de células T CD8g"
expressando CD71 também tem sido encontrada em individuos infectados com o HIV (Imlach
et al., 2001).

A proliferacdo das células T ativadas € regulada pela secregio de IL-2, e pela
expressao do receptor para I1.-2. Esse receptor € formado por trés cadeias, a, B e y (Bayer et al.,
2007; Minami et al., 1993). A cadeia o é conhecida como Tac ou CD25, é amplamente
expressa nas células T ap6s ativagdo (Minami et al., 1993; Reddy et al., 2004). A ligacao da
cadeia a com as cadeias B e y formam um receptor de alta afinidade para o IL-2 (Gin et al.,
1995). A producio do IL-2 por células T CD4" ¢ T CD8" (Paliard et al., 1988), e a ligagdo
autdcrina dessa citocina com seu receptor de alta afinidade induz expansao clonal das células T
ativadas (Nelson and Willerford, 1998) e aumento na produgdo de IL-2. Foi descrito também
que o bloqueio do CD25 leva a perda da atividade estimulatéria e produgao de citocinas pelas
células T (Velten et al., 2007). A sinalizac¢do via receptor de IL-2 induz ainda proliferagao e
diferenciag@o de linfécitos B (Waldmann et al., 1984) e células NK (Fehniger et al., 2003).
Uma maior freqiiéncia de células T expressando o receptor de IL-2 tem sido observada nas
CMSP de pacientes com LCL como também em pacientes com leishmaniose mucosa apos
estimulagdo com antigenos de leishméania (Castes et al., 1988). A expressao do receptor de IL-2
tem sido demonstrada também em biopsias de pacientes infectado com leishménia (Da-Cruz et
al,, 2005; Lima et al., 1994).

Recentes trabalhos tém atribuido a células T CD4* CD25" a fungdo de células T

regulatérias (Fehervari and Sakaguchi, 2004), as quais suprimem a resposta imune de outras
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células T (Sakaguchi, 2004). Assim, a participagao dessas c€lulas também tem sido descrita em
varias doengas auto-inume, como no diabetes mellitus, na artrite reumatéide e no lipus

eritematoso (Kuhn et al., 2009).

1.5.2- Marcador de Memdria de células T

O CD45 ¢ uma glicoproteina de membrana presente em todas as células nucleadas,
essa molécula esta envolvida na transdugao de sinal associada com o receptor de células T ¢ B
(Byth et al., 1996), e possui em seu dominio citoplasmético uma proteina com atividade de
tirosina fosfatase (Earl and Baum, 2008). As células T podem ser funcionalmente subdivididas
de acordo com a expressao de isoformas do CD45 (Beverley et al., 1988). As células T virgens
expressam CD45RA, enquanto que a expressao de CD45RO estd associada com células T de
memoria. Uma das caracteristicas das células T CD4" que expressam CD45RO é a maior
produgdo de citocinas como IL-2, IFN-y, IL-1, TNF-a, IL-5, IL-6 que as células T
CD4"CD45RA". Da mesma forma, as células T CD8" que expressam CD45RO possuem maior
atividade citotoxica (Akbar et al.,, 1990), expressam uma maior quantidade de grénulos e
produzem mais IFN-y e IL-2 (Adamthwaite and Cooley, 1994) que as células T CD8"
CD45RA”*. Em biopsias de pacientes com leishmaniose cutinea ji foi demonstrado uma
predominancia de células T expressando CD45RO (Gaafar et al., 1999; Pirmez et al., 1990).
Em 2004, Antonelli et al., mostraram uma correlagao positiva entre a freqgiiéncia de células T
CD4*CD45RO" no ex vivo de pacientes com LCL e a produgio de IFN-y pelas células T CD4"
especificas apds estimulacdo com SLA (Antonelli et al., 2004). A expressdo de isoformas do
CD45 tem sido amplamente usada e aceita para identificar e selecionar células T de meméria e

virgens (Muraro et al., 2000).

1.5.3-Marcadores de Enderecamento

Durante a resposta imune, os linfocitos circulantes migram dos 6rgaos linféides para o
sitio da infeccdo, esse processo ndo ocorre de forma randémica (Santamaria-Babi, 2004).
Existe uma série de receptores que sao expressos de forma particular propiciando a interagio
dos linfécitos com moléculas de adesd@o nos orgaos especificos As moléculas de adesdo
desempenham um importante papel na migragao e no recrutamento celular. As células T
virgens proliferam e se diferenciam em células T efetoras apds o contacto com o antigeno
dentro dos 6rgaos linféides secundérios (Junt et al., 2004). A funcao efetora das células T €

acompanhada pela mudanga na expressao de moléculas de superficie, que facilitam a
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recirculagio das células T dos 6rgaos linféides secundarios para o tecido periférico (Sprent,
1997; Ziegler et al., 2007). A expressao de moléculas nas células que migram para os tecidos
de inflamagao é um evento importante na formagao e manutencgao das lesdes de leishmaniose
(Costa et al., 2003). CCR7 é um receptor das quimiocinas CCL19 e CCL21 produzidas nas
zonas de células T dos o6rgaos linféides secundérios. Esse receptor é expresso pelas células T
virgens, células T de memdria central e também pelas células dendriticas (Junt et al., 2004;
Seneviratne et al., 2007; Ziegler et al., 2007) e tem como principal fun¢do a migragdo e
posicionamento dessas células dentro da zona de células T nos 6rgaos linféides secundarios
(Forster et al., 1999; Luther et al., 2000). Células T virgens e de memdria central expressam
altos niveis de CCR7 e mantém a caracteristica de entrar nos 6rgaos linféides, enquanto que a
baixa expressao desse marcador esta associado com o perfil de ativagdo dessas células e com a
sua migragdo para Orgaos periféricos. Esse marcador pode ser re-expresso possibilitando a
recirculagdo de células T de meméoria efetora para dentro do linfonodo.

CD62L ¢ um receptor de adesao da familia das selectinas expresso em leucdcitos.
Células T que expressam altos niveis de CD62L em sua superficie sdo recrutadas para os
orgaos linfoéides secundarios através da interagao desse receptor com glicoproteinas de mucinas
expressas nas células do endotélio. Experimentos usando modelos murinos t€ém demonstrado
que a alta expressao desse marcador € caracteristico de células T virgens, favorecendo o seu
recrutamento para os 6rgaos linféides secundérios e que células T efetoras possuem uma baixa
expressao desse receptor. Estudos com humanos diferem dos dados encontrados em modelos
com animais, a recirculagao e o recrutamento das células que expressam o CD62L ainda nao
estaio bem definido, mas ja foi demonstrado que aproximadamente metade das células T
efetoras expressam altos niveis de CD62L (Tedder et al., 1990). Em 2002, Boureau et. al,
demonstraram que células T CD4"CD62L" de paciente com LCL expressavam IFN-y quando
estimuladas com LACK (Bourreau et al., 2002a). Em 2003, Costa et al., observaram uma alta
percentagem de linfécitos T CD4*CD62L" no sangue periférico de pacientes com LCL. Eles
observaram ainda que a estimulagdgo de CMSP com SLA ndo leva a uma diminuigdo
significativa na expressao do CD62L nos linfécitos T (Costa et al., 2003). Em infecgdes
causadas por Leishmania guyanensis foi demonstrado a producdo de IFN-y por células T
CD8'CD62L quando estimuladas com LACK (Bourreau et al., 2002b)

A migracao de células T para a pele € caracterizada pela expressido do antigeno
linfocitario cutdneo (CLA) (Santamaria-Babi, 2004; Seneviratne et al., 2007; Sieling, 2007). O

CLA ¢ uma isoforma glicosilada do glicolipideo-1 da selectina P (PSGL-1), e se liga a selecina
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E, expressa por células endoteliais de tecidos inflamados, mucosa oral e trato genital feminino
(Seneviratne et al., 2007; Sieling, 2007).

CLA ¢ expresso pela maioria das células T dentro dos infiltrados inflamatérios cutaneos
e apenas 5-20% das células T no sangue periférico (Santamaria-Babi, 2004; Seneviratne et al.,
2007). A freqiiéncia de células T no sangue periférico expressando CLA é aumentada em
diversas doencgas inflamatérias cutaneas (Seneviratne et al.,, 2007). Em individuos com
dermatite atépica foi demonstrado que tanto células T CD4*CLA" quanto células T CD8* CLA*
isoladas do tecido de infecg@o ou do sangue periférico secretavam altos niveis de IL-5 e IL-13
ap6s estimulagao (Akdis et al., 1999). Essas citocinas sao capazes de prevenir a apoptose
espontinea de eosindfilos. Em pacientes com psoriase e dermatite atépica a freqiiéncia de
células T CD8'CLA" no sangue periférico tem se correlacionado fortemente com a severidade
da doenga (Santamaria-Babi, 2004; Sigmundsdottir et al., 2001). Experimentos com
Mycobacterium leprae mostraram que as lesdes de pacientes com hanseniase tuberculdide
possuem uma maior expressao do CLA que a de pacientes com hanseniase lepromatosa e que
essa expressao se correlaciona com a restricao do crescimento bacteriano in vivo (Sieling,
2007). Fo1 observado também que a expressao do CLA em células T estd associada com a
responsividade a M. leprae in vitro (Sieling, 2007) contribuindo para a protecdo imune. Na
leishmaniose cutinea foi demonstrada uma correlagdo positiva entre a expressdo do CLA e a
presenca de células T CD4" e T CD8" no tecido da lesio sendo que a expressio dessa molécula
fo1 maior na fase inicial que na fase tardia (Morgado et al., 2008) ¢ apresentava-se mais elevada
em lesoes de pacientes com LCL que em lesoes de pacientes LCI e LCD (Diaz et al., 2002).

A 1munopatogénese da leishmaniose cutinea ¢ dependente de uma complexa rede de
interagao envolvendo tanto o parasita quanto fatores do hospedeiro. A natureza das células que
compdem o infiltrado inflamatério é de suma importancia para determinar o curso da infecgdo.
Alguns trabalhos demonstram que os linfécitos representam a maioria das células presentes nas
lesoes de leishmaniose cutinea, sugerindo uma comunicagio entre o sangue periférico e o sitio
da lesao. As moléculas de adesdo sdo importantes para a circulagio e recrutamento das células
nos diferentes compartimentos do organismo. O grau de ativagdo celular e as substancias que
sao produzidas pelas diferentes populagbes celulares que migram para o sitio da lesdo
favorecem tanto o controle da infecgio como também podem estar associadas com a
patogénese da doencga. Desta forma, se torna importante determinar a freqiiéncia de expressao
dessas moléculas nas diferentes subpopulagdes linfocitérias, a fim de compreender o papel que

cada populagao celular desempenha no curso da infecgao.
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2- JUSTIFICATIVA

No Brasil, as leishmanioses incluem-se no quadro das grandes endemias que estdo em
um processo de expansao e crescimento. L. amazonensis, L. braziliensis e a L. guyanensis sdo
as principais causadoras das formas tegumentares da doenca no Novo Mundo. Essa infecgao é
um importante problema de satide publica e 30.372 casos da doenca foram registrados no Brasil
em 2002.

As células T CD8" sdo importantes na resposta imune do organismo contra virus, porém
pouco € conhecido sobre sua participagdo na defesa contra parasitas (Ruiz and Becker, 2007).
Na leishmaniose humana ji foi demonstrado que essas células desempenham um importante
papel nos processos de cura (Coutinho et al., 1996; Da-Cruz et al., 1994; Maasho et al., 1998),
e de resisténcia a infeccdo (Mendonca et al., 1995), mas poucos trabalhos tém avaliado a
participagdo dessas células citotoxicas na infec¢ao primaria. Durante a fase aguda da infeccfo,
grande nimero de células T CD8" tem sido observado tanto nas lesdes como também no sangue
periférico dos pacientes (Ruiz and Becker, 2007). Essas células podem participar do controle da
infeccao através de diferentes mecanismos como pela produgao de IFN-y (Gaafar et al., 1999;
Muller et al., 1994), pela modulagdo da resposta das células T CD4" ou através da acdo
citotéxica direta em macréfagos infectados (Da-Cruz et al., 1994).

Desta forma, nesse trabalho avaliamos a presenga das células T CD8", bem com a
funcao desempenhada por essas células no que diz respeito ao seu enderecamento e suas
diferentes fungdes efetoras em pacientes com LCL na fase inicial da infec¢ao. O conhecimento
do papel exercido por essas células pode ser importante para o entendimento da resposta imune
no Inicio da infecg¢do, na modulag¢do da patogénese da doenca, além de contribuir também no

delineamento de vacinas e estratégia terapéutica.
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3- HIPOTESE

Os linfécitos T CD8' participam da resposta imune inicial em pacientes com
Leishmaniose Cutanea Localizada infectados por L. braziliensis produzindo IFN-y e Granzima

B.

4- OBJETIVOS

4.1-Objetivo Geral

Avaliar a participagdo dos linfécitos T CD8" na resposta imune em pacientes com

Leishmaniose Cutinea Localizada na fase inicial da infec¢@o.

4.2-Objetivos Especificos

4.2.1. Avaliar o estado de ativagdo através da expressdo do CD25 e do CD71 nos linfécitos
T CD8" do sangue periférico e de bidpsias de pacientes com LCL na fase inicial da

infecgao.

4.2.2. Avaliar a expressao de marcadores de enderecamento CD62L, CCR7 ¢ CLA nos
linfécitos T CD8* do sangue periférico e de bidpsias de pacientes com LCL na fase inicial

da infecgio.

4.2.3. Avaliar a fungio dos linfécitos T CD8* pela expressdo de citocinas intracelulares nas

células mononucleares do sangue periférico estimuladas com L. braziliensis

4.2.4. Verificar o potencial citotéxico das células T CD8" pela andlise da expressdo de
granzima B nas c€lulas mononucleares do sangue periférico estimuladas com L. braziliensis

e em bidpsias de pacientes com LCL na fase inicial da infeccdo
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5- MATERIAIS E METODOS

5.1. Area de estudo

Os estudos de campo foram realizados no municipio de Jiquirica, Bahia, onde as
leishmanioses sao endémicas. Jiquirica situa-se no sudoeste da Bahia (a 13°15’ de latitude sul e
39° 35’de longitude oeste), distando 258km de Salvador. O municipio possui uma extensio
territorial de aproximadamente 262 km?, com clima tropical médio, temperatura média de 23°C
e uma populagao estimada em cerca de 14.000 habitantes. Jequirica tem como principal

atividade econdmica a agropecudria.

5.2. Pacientes

A populacao de leishmaniose tegumentar estudada constituiu de casos ativos de
letshmaniose tegumentar (LT) diagnosticados na drea de Jequirica, Ba (Anexo A). Os pacientes
foram examinados no posto por médicos especializados e submetidos a testes laboratoriais,
visando o diagnostico da doencga. Todos os pacientes apresentaram teste cutineo (intradermo
reacao de montenegro) e sorologia anti-Leishmania positivos. Foram realizadas coleta de
sangue periférico e bidpsia das lesdes, apds assinatura do termo de consentimento informado
(Anexo D) pelos pacientes ou pelos seus tutores e todos os procedimentos foram aprovados

pela Comissio de Etica (parecer 124/2007).

5.3. Critérios de Inclusao

Fizeram parte do estudo os pacientes que tiveram diagnostico clinico de Leishmaniose
Cutanea Localizada, confirmados com exame anatomo-patolégico com e IDRM positiva. Os
pacientes selecionados apresentavam lesao tipica de Leishmaniose Cutinea Localizada com no

maximo 90 dias e nao haviam comegado o tratamento.
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5.4. Critérios de Exclusao

Foram excluidos do estudo os pacientes com outras formas de LTA que ndo a LCL.
Pacientes que ao procurar o ambulatério ja haviam comegado o tratamento e aqueles com mais

de 90 dias de lesao.

5.5. Controles Saudaveis

Todos os voluntarios que fizeram parte desse estudo ndo tinham historia prévia de
infec¢do por Leishmania, eram residentes de Salvador, BA, uma 4rea nido endémica para LT.
Estes individuos apresentaram sorologia anti-Leishmania negativa. Todos os voluntérios foram
esclarecidos sobre a finalidade do estudo e os riscos inerentes aos procedimentos, € todos

concordaram em participar do trabalho e assinaram o termo de consentimento.

5.6. Parasita

A cepa MHOM/BR/01/BA788 foi isolada da dlcera de um paciente com leishmaniose
cutinea localizada, do estado da Bahia. O isolado fo1 identificado como L. braziliensis por PCR
(Castilho et al.,, 2003) e anticorpos monoclonais (McMahon-Pratt et al.,, 1982). Os
promastigotas foram mantidos em meio de cultura Schneider (Sigma, EUA) suplementado com
10% de soro bovino fetal inativado (Cripion), L-glutamina 2mM, penicilina 100U/ml e
estreptomicina 100pl/ml (Sigma ). Apés 7 dias de cultura, o meio de cultura contendo as
formas promastigotas, em fase estaciondria, foi coletado e centrifugado a 700rpm por 4 mim a
20°C. O sobrenadante foi coletado e lavado 2 vezes por centrifugacdo a 3000rpm por 10 mim
em solugdo salina estéril. A concentragio de promastigotas obtidas foi ajustada para 3x10%ml
em meio RPMI 1640 (Invitrogen) suplementado com 10% de soro AB RH+ inativado (BD
PharMingen), L-glutamina 2mM, penicilina 100U/ml e estreptomicina 100ul/ml (Sigma),

denominado RPMI completo, apds contagem em camara de Neubauer.
5.7. Obtenciao de células mononucleares do sangue periférico (CMSP)
Aproximadamente 20mL de sangue foi coletado de cada paciente e dos controles

sadios através de venopuncao utilizando-se tubos de ensaio de 10mL estéreis, com vicuo e

contendo anticoagulante (heparina sédica, Liquemine® 5000 UI/mL - Roche Produtos
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quimicos e Farmacéuticos AS, RJ, Brasil). O sangue foi diluido 1:1 com salina estéril, e
posteriormente essa mistura foi cuidadosamente depositada sobre um gradiente de Ficoll-
histopaque (Sigma) na propor¢ao 1:2 com sangue, de modo que a camada de Ficoll ficasse
abaixo da camada de sangue. Centrifugou-se a 1500 rpm (Centrifuga 5810R, Eppendorf Brasil)
durante 30 mim a temperatura ambiente. O plasma foi retirado e a camada de CMSP coletada.
Essa camada foi lavada trés vezes por centrifugacio a 1500 rpm, 4°C por 10 min, com solugao
salina estéril para retirada do Ficoll residual e as células ajustadas para 3x10°ml em meio
RPMI 1640 (Invitrogen) suplementado com 10% de soro AB RH+ inativado (BD PharMingen),

L-glutamina 2mM, penicilina 100U/ml e estreptomicina 100pl/ml (Sigma).

5.8. Determinacio do fenétipo de células mononucleares do sangue periférico

A expressdo de marcadores de superficie, nos pacientes e nos controles sadios, foi
determinada por citometria de fluxo nas células obtidas ex vivo, bem como nas CMSP ap6s 24h
de estimulagdo com L. braziliensis. Aproximadamente 2.5 x10° células por 200uL de PBS
eram colocadas em cada tubo conico de polipropileno de 1.5mL (LGC Biotecnologia) €
incubadas com 1% de soro AB RH+ inativado (BD PharMingen) e anticorpos monoclonais
anti-CD4 (FITC ou PE), anti-CD8 (PerCP-Cy5.5), anti-CD25 (PE), anti-CD62L (FITC), anti-
CCR7 (PE), anti-CD71 (PE), anti-CLA (FITC) e anti-CD45RO (PE) conjugados com
isoticianianato de fluoresceina (FITC), Phicoeritrina (PE) e Phicoeritrina-Cy5.5 (PE-Cy5.5)
todos da BD PharMingen (Anexo B). Apds a incubagdo, as células eram lavadas 1 vez por
centrifugacdo a 1000rpm por 10 mim e ressuspensas em 200pL em tampao de FACS (PBS 1Ix,
0.5% SBF, 0.01% azida de sédio). As amostras foram adquiridas utilizando o aparelho
FACSort (Becton-Dickinson) e foram analisadas utilizando-se o programa Cell Quest (Becton-
Dickinson) com 10.000 eventos/amostras. A populagdo linfocitaria foi determinada, tendo
como base os pardmetros FSC (do inglés forward scatter - FSC) versus SSC (do inglés side
scatter) e a freqiiéncia das subpopulagées linfocitérias foi analisada na janela delineada na
regiio de marcagdo, CD4" ou CD8" vesus SSC. Os limites dos quadrantes foram determinados

com as células marcadas com os isotipos controle.
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Figura 1: Representagdo grafica da polugdo linfocitaria analisada. (A) Populagdo linfocitaria
tendo como base os pardmetros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). (B) Regido de
marcagdo da subpopulagdo T CD4". (C) Regido de marcagdo da subpopulagdo T CD4'CD62L".
(D) Regido de marcagdo da subpopulagio T CD8". (E) Regido de marcagdo da subpopulagio T
CD8'CD62L".

5.9. Re-estimulacio in vitro

Para quantificar a produgdo de citocinas in vitro nos pacientes e nos controles sadios, as
CMSP obtidas como descrito anteriormente foram ajustadas para 3x10°células/ml em meio
RPMI completo. As células foram plaqueadas em placas de 24 pogos (Corning) e estimuladas
na presenga de L. braziliensis (3 x 10° leishmania/ml) ressuspensas em meio RPMI completo.
As culturas foram incubadas a 37°C, com 5% CO,. Os sobrenadantes de cultura foram
coletados apds 24 horas de incubagdo para detecgdo de IFN-y, IL-2 e IL-10 e foram

conservados a -20°C até o momento do uso. Como controle positivo, as células foram re-
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estimuladas com anti-CD28 (0.5ug/ml) (BD PharMingen) e anti-CD?3 soluavel (0.5pg/ml) (BD
PharMingen).

5.10. Deteccio de citocinas no sobrenadante da cultura

As concentragdes das citocinas presentes nos sobrenadantes de cultura foram
determinadas pelo método de citometria de fluxo usando um kit de imunoensaio comercial para
citocinas (Cytometric Bead Array- BD Bioncience Pharmingen, San Diego, CA, USA), de
acordo com as recomendacdes dos fabricantes. As CMSP foram obtidas por gradientes de
ficoll, ajustadas para a concentracio de 3 x10%ml e distribuidas em placas de 24 pogos
(Corning), sendo estimuladas na presenga de 3 x10%ml de L. braziliensis a 37°C em 5% CO,,
apods 24 horas de estimulacgao o sobrenadante da cultura foi coletado. O Kit usa microesferas de
poliestireno ligadas com anticorpos contra as citocinas analisadas. Em tubos de ensaio foi
adicionado 25pL de cada sobrenadante de cultura (diluido 1:5) ou padrio de cada citocina em
diluigoes seriadas e adicionado 15puL. de uma mistura das microesferas para IL-2, IFN-y e IL-
10, seguida da incubacgdo no escuro por 3 horas a temperatura ambiente. Apos a incubagdo as
amostras e os padroes foram lavados com 500 pL de tampdo de lavagem (BD Bioncience) e
posteriormente centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.
Subseqiientemente foi adicionado 20uL do anticorpo de detec¢do nos tubos e re-incubado no
escuro por 90 minutos a temperatura ambiente. Seguida a incubagdo as amostras € a curva
foram lavadas com 500 pL de tampdo de lavagem (BD Bioncience) e posteriormente
centrifugadas a 1000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds a centrifugagdo foi
adicionado 300pL de tampdo de lavagem (BD Bioncience) em cada tubo e procedeu-se a
aquisicdo das amostras. Como controle positivo foi empregado esferas incubadas com
anticorpo de detec¢do FITC (BD Bioncience) e PE (BD Bioncience) e como controle negativo
esferas incubadas com tampao de lavagem. As amostras foram adquiridas utilizando o aparelho

FACSort (Becton-Dickinson) e foram analisadas usando BD CellQuestTM Software.

5.11. Deteccao de citocinas intracelulares e Granzima B

A expressio de citocinas por células T CD8" ou T CD4", dos pacientes e dos controles
sadios, foi avaliada por citometria de fluxo utilizando-se o kit Cytofix/Cytosperm Plus (BD
PharMingen), seguindo as instrugdes dos fabricantes. As células mononucleares do sangue

periférico foram obtidas por gradientes de ficoll, ajustadas para a concentragio de 3 x10%ml e
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foram distribuidas em placas de 24 pogos (Corning). Em seguida elas foram estimuladas na
presenca de 3 x10%ml de L. braziliensis por 24 horas, a 37°C em 5% CO,. A secrecdo das
citocinas foi bloqueada pela adi¢ao de Brefeldin A (10pg/ml) (Sigma). Apds 4 horas de
incubagdo, a 37°C em 5% CO;, as células foram coletadas, centrifugadas a 1000rpm por
10mim. Apés a centrifugacdo elas foram ressuspensas em 100 pl de tampao de FACS e
bloqueada com 1% de Soro AB RH+ inativado (BD PharMingen). Posteriormente, as células
foram marcadas simultaneamente com anticorpos especificos anti-CD4 anti-CD8 ambos BD
PharMingen. Em seguida foram fixadas com 100 pL de Cytofix/Cytosperm (BD Pharmingen,
NJ, USA) por 20 minutos a temperatura ambiente. Sendo entdo lavadas com 500uL de PBS,
por centrifugac¢do a 1200 rpm, por 5 minutos, a 4°C. Posteriormente elas foram permeabilizadas
em 100pL de Permwash 1X (BD Pharmingen, NJ, USA) e incubadas com anticorpos anti-
IFN—y (BD Pharmingen, NJ, USA), anti-IL-10 (BD Pharmingen, NJ, USA) e anti-Granzyme B
(Caltag Laboratories), diluidos em Permwash 1X (BD Pharmingen, NJ, USA). Como controle
negativo foi empregado os isotipos controle (BD PharMingen). As amostras foram adquiridas
utilizando o aparelho FACSort (Becton-Dickinson) e foram analisadas utilizando-se o

programa Cell Quest (Becton-Dickinson).

5.12. Biépsia

Ap6s assepsia do local um fragmento de tecido foi retirado da borda da lesao
utilizando um “punch” didmetro de 3,5mm (Baker Cummins; pharmaceuticals, Inc. Miami,
FL.). O tecido da lesao foi divido em trés fragmentos, um foi congelado para posterior
realizacao de microscopia confocal, o segundo fragmento foi colocado em meio RPMI 1640
(Invitrogen, Sao Paulo, Brasil) completo e o terceiro fragmento foi posto em formol e
encaminhado para histopatologia para fins de diagndsticos.

O fragmento de pele normal utilizado no estudo foi obtido através de cirurgia estética

e preservado em meio RPMI completo sendo utilizado como controle negativo.
5.13. Obtencao de células da Biépsia e da Pele Normal
O tecido obtido da lesdo e da pele normal como descrito anteriormente foi colocado

em RPMI completo e posteriormente foi fragmentado e pesado. Os fragmentos foram incubado

na presenca de meio RPMI 1640 (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil) suplementado com liberase
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(0.5mg/mL) (Sigma, Sao Paulo, Brasil) por 1 hora,a 37°C, 5% CO,. Ap6s 1 hora de incubagio o
tecido foi processado no Medicon (Consul™, NJ, USA) por 4 minutos, no Medimachine
(Becton-Dickinson, NJ, USA) juntamente com 1.0 mL de RPMI completo. Esse procedimento
foi repetido mais duas ou trés vezes, para obtengdo da maior quantidade de células. Apds o
processamento as c€lulas foram lavadas 2 vezes com PBS por centrifugagdo a 1500 rpm, 4°C
por 10 min. Apés a centrifugacdo as células foram ressuspensas em 300 pL de tampido de

FACS e contadas em camara de Neubauer.

5.14. Determinacao do fenétipo das células obtidas das biopsias por Citometria de Fluxo

A expressao de marcadores de superficie foi determinada por citometria de fluxo nas
células obtidas das bidpsias e de tecido normal Aproximadamente 2.5 x10° células por 200uL
de tampao de FACS foram colocadas em cada tubo conico de polipropileno de 1.5mL e
incubadas com anticorpos monoclonais anti-CD3 (PE), anti-CD4 (FITC ou Pe), anti-CD8
(PerCP-Cy5.5), anti-CD25 (PE), anti-CCR7(PE), anti-CLA (FITC) e anti CD45RO(PE)
(Anexo B). Apo6s a incubagao, as células eram lavadas 1 vez por centrifugacdo a 1000rpm por
10 mim e ressuspensas em 200pL de tampao de FACS. Como controle negativo foi utilizado os
isotipos controles correspondentes (BD Pharmingen, NJ, USA). As amostras foram adquiridas
utilizando o aparelho FACSort (Becton-Dickinson) e foram analisadas utilizando-se o
programa Cell Quest (Becton-Dickinson). Os anticorpos utilizados foram provenientes das

empresas BD Pharmingen (NJ, USA)

5.15. Microscopia Confocal

Analise confocal foi usada para identificar linfécitos T CD8" produtores de Granzima B
no infiltrado inflamatoério da lesdo. A dupla marcagio foi realizada para detectar a expressdo de
CD8 e Granzima B. As sec¢des de tecido foram fixadas com acetona e posteriormente foram
bloqueadas por 30 minutos com o soro de cabra (1:50) diluido em PBS 1X. Apés essa
incubagao foi adicionado o primeiro anticorpo primdrio: anti-CD8 (Santa Cryz biotechonoly,
INC) feito em coelho, diluido 1:50 em PBS por 2 horas. Em seguida foi adicionado o anticorpo
secundario anti-coelho (1:100, Vector Laborarories) por 40 minutos, seguida pela incubacio
com alexa 488 feito em cabra (1:800 Sigma, Molecular Probes, Eugene, Oregon) por 30 min.
Em seguida os cortes foram lavados e incubados por 2 horas com anti-Granzima B (1:25, AbD

Serotec) produzido em camundongo e posteriormente foi adicionado o segundo anticorpo
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secundario anti-camundongo biotinilado feito em cabra (1:500 Vector) por 30 minutos. Apos
isso os cortes foram incubados por 30 minutos com estreptavidina Cy3 (1:400, Buchs,
Switzerland). Posteriormente os cortes foram contra-corados ¢ fixados com DAPI (Vector).
Miuiltiplas imagens forma adquiridas usando o microscépio confocal (Leica TCS SP2 SE and

SP5 AOBS5) e processadas no adobe Photoshop (version 4.0) Image pro plus.

5.16. Analise estatistica

Para andlise estatistica utilizamos o programa GraphPad- Prism (GraphPad software,
San Diego, Ca-USA). Os resultados estdo representados com valores das medianas obtidas em
cada condigdo. Apés verificar que os valores de cada grupo ndo assumiam distribui¢ao normal,
as diferencas obtidas nas andlises de citometria de fluxo e na dosagem de citocinas do
sobrenadante das culturas foram comparadas utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-

Whitney. Os valores com p < 0,05 foram considerados significativos.
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7- RESULTADOS

7.1. Expressiao de Marcadores de ativac¢ao nas células T CD8" e T CD4’

Inicialmente, caracterizamos fenotipicamente o estado de ativagao das células T. Para
isso, foi coletado sangue periférico de pacientes (Anexo A) com leishmaniose cutinea
localizada na fase inicial da infec¢do e de controles saudaveis (CS). O sangue coletado foi
processado e ap6s a realizagao de um gradiente de Ficoll as células ex vivo foram obtidas. Essas
células foram analisadas em relacao ao seu estado de ativacao pela expressao do receptor de IL.-
2 (CD25) e do receptor de transferrina (CD71) por citometria de fluxo. A freqiiéncia de
expressdo do CD25 e do CD71 foi significativamente maior nas células T CD8" (p=0.049 e
p=0.047, respectivamente) obtidas na andlise ex vivo dos pacientes em comparagao aos
voluntarios normais (Fig. 2A e 2C). Essas diferencas também foram observadas para as células
T CD4*CD25" (p=0,002) e TCD4" CD71" (p=0.048), (Fig. 2B e 2D, respectivamente). Esses
dados sugerem a existéncia de uma populacdo de células T CD8" e T CD4" fenotipicamente

ativas no sangue periférico dos pacientes com LCL.
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Figura 2: Expressido de marcadores de ativagdo nas células T CD8" e T CD4" ex vivo. As
células T CD8" e T CD4" ex vivo de 35 pacientes para as andlises do CD25, 23 pacientes para
as andlises do CD71 e 10 controles saudéaveis foram obtidas através de gradiente de Ficoll e
posteriormente a expressao dos marcadores de ativacao celular foi avaliada por citometria de
fluxo. (A e B) A expressdo do CD25 nas células T CD8" e T CD4" respectivamente. (C e D)
Expressdo de CD71 nas células T CD8" e T CD4" respectivamente. As barras representam a
mediana, todas as diferengas foram estatisticamente significante com (*)p<0.05 e (**)p< 0.01,
utilizando o teste de Mann Whitney.

Trabalthos anteriores tém demonstrado que a freqiiéncia da populacdo de linfécitos T
especificos a leishméania no sangue periférico dos pacientes com LCL geralmente € baixa
(Conceicao-Silva et al., 1990). Entao, decidimos caracterizar fenotipicamente o estado de
ativagdo dessas células in vitro apés estimulagdo com L. braziliensis. Para isso, o sangue
periférico de 23 pacientes com LCL e de 10 doadores sadios foi retirado como descrito
anteriormente e as CMSP foram obtidas, contados e plaqueadas em placas de 24 pogos com L.
braziliensis na propor¢ao de 1:1. As culturas foram incubadas a 37°C, com 5% CO; e ap6s 24
horas de estimulagdo avaliamos a expressao do receptor de IL-2 (CD25) e do receptor de

transferrina (CD71) nas células T. Como observado nas analises ex vivo, as CMSP dos
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pacientes quando estimuladas com L. braziliensis possuem uma maior freqiiéncia de células T
T CD8" (p=0.009) e CD4"* (p=0.036) expressando CD25 em comparagdo aos voluntarios
normais estimulados (Fig. 3A e 3B, respectivamente). Em relacao ao CD71, considerado um
marcador de ativacdo tardia, observamos apenas uma freqiiéncia de expressao
significativamente maior nas células T CD8" (p=0.018) dos pacientes em compara¢io aos
controles estimulados (Fig. 3C). Essa diferenga nao foi observada para as células T CD4" (Fig.
3D). O aumento na freqiiéncia de expressdo de marcadores associados com a ativacao celular
nas CMSP dos pacientes, apds estimulagdo com L. braziliensis, sugere o reconhecimento e a

posterior ativagao de uma populacao de células especificas para leishmania.
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Figura 3: Expressdo de marcadores de ativagio nas células T CD8" e T CD4" ap6s estimulagio
com L. braziliensis. CMSP de 23 pacientes para as analises do CD25, 20 pacientes para as
analises do CD71 e 10 controles sauddveis foram obtidas por gradiente de Ficcol e
posteriormente foram estimuladas por 24 horas com L. braziliensis na propor¢ao 1:1. Apds a
estimulagao a expressao dos marcadores de ativagdo celular CD25 e CD71 foi avaliada por
citometria de fluxo. (A e B) A expressio do CD25 nas células T CD8" e T CD4"
respectivamente. (C e D) Expressdao de CD71 nas células T CD8" e T CD4" respectivamente.
As barras representam a mediana, com (*)p< 0.05 e (**)p< 0.01, utilizando o teste de Mann
Whitney
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Uma vez que, uma das caracteristicas da LCL € a presenca de uma resposta imune
tecidual que se desenvolve no local de inoculagdo do parasita, avaliamos a expressao do
receptor de IL-2 (CD25) nas células T CD8" e T CD4" no sitio da lesdo. Para isso as células
mononucleares obtidas do tecido de 21 bidpsias e de 4 peles normais foram marcadas e
posteriormente a expressdo do CD25 foi analisada por citometria de fluxo. Como mostrado na
figura 4, houve uma aumento significante na freqiiéncia de expressao do CD25 nas células T
CD8" (p=0.0216) e T CD4" (p=0.0495) das bidpsias dos pacientes quando comparado ao tecido

normal (figuras 4A e 4B, respectivamente).
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Figura 4: Expressdo do receptor de 1L.-2 (CD25) nas células T CD8" e T CD4" da bidpsia. As
células mononucleares foram obtidas de 21 bidpsias € de 4 peles normais € posteriormente a
expressao do CD25 foi avaliado por citometria de fluxo. (A) A expressdao do CD25 nas células
T CD8". (B) Expressdao de CD25 nas células T CD4”. As barras representam a mediana, com
(*)p< 0.05, utilizando o teste de Mann Whitney

7.2. Expressao do Marcador de Meméria nas células T CD8" e T CD4" no ex-vivo.

Em seguida, analisamos a expressdao do CD45RO uma glicoproteina de membrana cuja
expressao estd associada com células T de memoria. A expressao dessa molécula na andlise ex
vivo pode ser utilizado para predizer a intensidade da resposta imune das células T a leishméania
(Antonelli et al., 2004). Para a realizagao dessa analise o sangue periférico de 35 pacientes com
LCL na fase inicial da infec¢do e de 10 controles saudéaveis fot coletado e apds a realizagio de
um gradiente de Ficoll as células foram obtidas e o seu perfil funcional foi avaliado por uma
andlise ex vivo. A freqiiéncia de expressio do CD45RO foi significativamente menor nas
células T CD8" dos pacientes (p=0.032) em comparagdo aos controles saudaveis (Fig. 5A).

Essa diferenca ndo pode ser vista para as células T CD4" (Fig. 5B). A diminui¢@o da freqiiéncia
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de células T CD8* CD45RO" no sangue periférico sugere a migragdo ou retengdo seletiva no

tecido de infecgao.
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Figura 5: Expressdo de marcador de memoria nas células T CD8" e T CD4" em uma analise ex
vivo. As células de 35 pacientes e 10 doadores saudaveis foram obtidas por gradiente de Ficoll
e posteriormente a expressdo do marcador de memoéria celular CD45RO foi avaliado por
citometria de fluxo. (A) A expressio do CD45RO nas células T CDS8". (B) Expressio de
CD45RO nas células T CD4". As barras representam a mediana, com (*)p< 0.05, foi utilizado o
teste de Mann Whitney.

O préximo passo foi avaliar a freqiiéncia de expressio do CD45RO nas células T
especificas a leishmania quando re-estimuladas. Para isso nos coletamos sangue periférico de
23 pacientes com LCL e de 10 doadores sadios e as CMSP obtidas foram re-estimuladas com
L. braziliensis, ap6s 24h de estimulagdo a expressiao do CD45RO foi avaliada. Nao houve
nenhuma diferenca na freqiiéncia de expressao do CD45RO nas células T CD8* e T CD4" dos

pacientes em comparagao com os controles estimulados (Figura 6A e 6B).
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Figura 6: Expressio do CD45RO nas células T CD8* e T CD4" apés estimulagio com L.
braziliensis. CMSP de 23 pacientes e 10 doadores sadios foram obtidas por gradiente de Ficoll
e posteriormente foram estimuladas por 24 horas com L. braziliensis na propor¢ao 1:1. Apés a
estimulagdo a expressdo do CD45RO foi avaliada por citometria de fluxo. (A) A expressido do
CD45RO nas células T CD8*. (B) Expressao de CD45RO nas células T CD4". As barras
representam a mediana.
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Como foi observado na figura SA, a menor freqiiéncia de células T CD8'CD45RO”*
observado nas analises ex vivo pode sugerir a reten¢do ou migragao dessas células para o tecido
da lesdo. A freqiiéncia de células T expressando o CD45RO no infiltrado inflamatdrio € de
fundamental importancia para uma resposta imune efetiva contra leishménia. Para analisarmos
a expressdo desse marcador as células mononucleares do tecido da bidpsia € da pele normal
foram obtidas e posteriormente avaliadas. Como apresentado pela figura 7 houve uma diferenga
significante na freqiiéncia de expressio do CD45RO tanto nas células T CD8" (p=0.036)
quanto nas T CD4" (p=0.009) das bidpsias dos pacientes quando comparado ao tecido normal.
Esse resultado sugere a presenga de células com caracteristicas fenotipicas efetoras no

infiltrado inflamatoério dos pacientes com LCL.
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Figura 7. Expressio do CD45RO nas células T CD8" e T CD4" da bidpsia. As células
mononucleares foram obtidas de 26 biopsias e de 5 peles normais e posteriormente a eXpressao
do CD45RO foi avaliada por citometria de fluxo. (A) A expressao do CD45RO nas células T
CD8*. (B) Expressido de CD45RO nas células T CD4". As barras representam a mediana, com
(*) p< 0.05 e (**) p<0.01, foi utilizado o teste de Mann Whitney.

7.3. Expressao de Marcadores de Enderecamento nas células T CD8" e T CD4"

A migragdo ¢ o recrutamento célu]ar sdo de fundamental importdncia em respostas
inflamatérias. Assim, para avaliarmos esse processo, algumas moléculas associadas com o
enderecamento celular foram analisadas. Para isso, analises das células ex vivo do sangue
periférico de pacientes com LCL e de controles saudéveis foram obtidas por gradiente de Ficoll
e posteriormente a expressdo dos marcadores de enderecamento foi determinada. Como
mostrado nas figuras 8A a freqiiéncia de expressao do CD62L foi significativamente menor nas
células T CD8" dos pacientes (p=0.007) em comparagdo com os controles sadios. Uma menor

freqiiéncia de expressio dessa molécula também foi observada nas células T CD4" (Figura 8B),
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porém sem diferenca estatistica (p=0.063). Uma menor freqiiéncia de expressao do CCR7 foi
encontrada nas células T CD4" (p=0.0002) dos pacientes em comparagio aos controles (figura
8D), porém essa diferenca nio foi observada para as células T CD8" (figura 8C). A freqiiéncia
de expressao do CLA foi significativamente maior nas células T CD8" (p=0.017) dos pacientes
em compara¢do com os individuos sadios (figura 8E), essa diferenga ndo foi encontrada nas
células T CD4” (figura 8F). A diminuig¢io na freqiiéncia de expressao dos marcadores CD62L e
CCR7 nas células do sangue periférico dos pacientes sugere a predominéncia de células com
enderecamento para os tecidos nao linfoides. Essa diminuig@o nos foi vista para ambos os
marcadores nas células T CD8*. Por outro lado, o aumento na freqiiéncia de células T CD8*

expressao o CLA sugere o recrutamento dessa populacao celular para o tecido da lesdo.
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Figura 8: Expressdo de marcadores de enderecamento nas células T CD8* ¢ T CD4" na anélise
de células obtidas ex vivo. As células ex vivo de 35 pacientes para as analises do CD62L e 28
pacientes para as andlises do CCR7 e CLA e de 7 doadores normais para as analises do CD62L,
6 doadores para CCR7 e de 10 doadores para CLA foram obtidas por gradiente de Ficoll e
posteriormente a expressao dos marcadores avaliados por citometria de fluxo. (A) A expressiao
do CD62L nas células T CD8". (B). A expressdo do CD62L nas células T CD4". (C) Expressdo
de CCR7 nas células T CD8" (D) Expressdo de CCR7 nas células T CD4". (E) A expressio do
CLA nas células T CD8". (F) A expressdo do CLA nas células T CD4". As barras representam

a mediana, com (*)p< 0.05, (**) p< 0.01 e (***) p< 0.001, foi utilizado o teste de Mann
Whitney.
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Posteriormente, avaliarmos a freqiiéncia da expressdo dos marcadores de
enderecamento celular nas células T apds estimulacdo. Para 1sso, CMSP dos pacientes com
LCL e de controles sauddveis foram adquiridas e re-estimuladas por 24h com L. braziliensis. A
expressao dos marcadores CD62L, CCR7 e CLA foi avaliada nas células T CD8* e T CD4" das
culturas. Como observado na figura 9B, houve um aumento significativo na freqiiéncia de
expressdo do CD62L nas células T CD4™ dos pacientes (p=0,016), fato que ndo foi observado
para as células T CD8" (Figura 9A). A expressio do CD62L. pode apresentar variagio na
populacdo humana, uma alta freqiiéncia dessa molécula pode ser encontrada em células T
ativas. Podemos também notar uma freqtiéncia significativamente menor da expressao do
CCR7 nas células T CD8" (p=0,010) e T CD4" (p=0,0009) (Figura 9C e 9D, respectivamente)
dos pacientes em compara¢cdo com os controles estimulados. Um dado importante mostrado
pela figura 9E foi o aumento significativo na freqiiéncia da expressdao do CLA pelas células T
CD8* dos pacientes quando estimuladas com L. braziliensis em compara¢do com os controles
estimulados (p=0,010), esse aumento ja tinha sido observado nas células T CD8" ex vivo, o que
favorece a teoria de que essas células estariam se deslocando para o tecido da lesdo. Esse
aumento n@o foi observado para as células T CD4" (Figura 9F). A expressio de CCR7 e de
CD62L € regulada de forma negativa nas células T de memoria efetora. Desta forma, os nossos
dados apontam para a presenga de uma populagdo de células T CD8* e T CD4*, que apés o
reconhecimento de antigenos de leishméania modula negativamente a expressdo desses
marcadores, sugerindo um imunofenétipo de células efetoras. O aumento na fregiiéncia de
células T CD8%expressando o CLA apés estimulagdo com leishménia sugere uma regulacio
positiva dessa molécula, a qual esta associada com tropismo de células T especifica para o

tecido.
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Figura 9: Expressdao de marcadores de enderecamento nas células T CD8* e T CD4" apés
estimulagao com L. braziliensis. As CMSP de 23 pacientes para as anélises do CD62]. e CCR7,
20 pacientes para as analises do CLA e de 7 voluntarios normais para as analises do CD62L, 6
voluntérios para CCR7 e de 10 voluntérios para CLA foram obtidas por gradiente de Ficoll e
postertormente a expressao dos marcadores de enderecamento foram avaliados por citometria
de fluxo. (A) A expressdo do CD62L nas células T CD8". (B) Expressio de CCR7 nas células
T CD8". (C) A expressdo do CD62L nas células T CD4". (D) Expressio de CCR7 nas células T
CD4". (E) A expressio do CLA nas células T CD8*. (F) A expressao do CLA nas células T

CD4". As barras representam a mediana, com (*)p< 0.05 e (**) p< 0.01, foi utilizado o teste de
Mann Whitney.

Em seguida, avaliamos o recrutamento das células do sangue periférico para o sitio da
infeccdo, uma vez que, esse processo ¢ de fundamental importdncia na composi¢do do

infiltrado inflamatério. Esse recrutamento se deve principalmente pela expressao de moléculas
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de enderecamento na superficie das células. Com a finalidade de analisarmos a expressao de
marcadores, as células T CD8" e T CD4" obtidas do tecido da biépsia e da pele normal foram
analisadas para a expressdo do CCR7 e do CLA por citometria de fluxo. Como mostrado na
figura 10A e 10B, nao houve diferencga na freqiiéncia de expressao do CCR7 nas células T
CD8" e T CD4" dos pacientes quando comparados ao tecido normal. Um dado interessante
encontrado foi o aumento significativo na freqiiéncia de expressdo do CLA pelas células T
CD8" das bidpsias com relagio ao tecido normal (p=0.026) (Figura 10C), essa diferenga ndo foi
encontrada para as células T CD4" (Figura 10D). O aumento na freqiiéncia de expressao do
CLA tanto ex vivo, apés estimulagdo com L. braziliensis e nas células obtidas das bidpsias pode

sugerir um maior recrutamento de células T CD8" para o local da infecgao.

A B
6 70
A
0,\ 5 ,.\ 80“ A
o
1 _
O s x50 R
O 44 Q
* + 404
a <« 71 A
34 0
o o 3+
® @ a
3 27 3 2 me At
° 5
(8]
’ o —- I
2 11 . _— A
- astia ° Y
—. ~h— st e
0 P t = 0 » L) A, + A
25-C 252
*
+ 3 A
<
154 154
Q La O A
o & Aa
© < A
o gl Laaaal O gl Al
O 50 ——— © so0p
- N [
n A 2] A
o L] AL 5
E] R E
o | A =
3 25 . s S 2.54 N
o - ¥ 'y - -p A
o A °\° x A 4 "
Aaa
AA =
0.0 5 T 0.0 5 ply
Pele Normal Biépsia Pele Normal Biépsia

Figura 10: Expressio de marcadores de enderegamento nas células T CD8" e T CD4" da
bidpsia. As células mononucleares foram obtidas de 26 bidpsias € de 5 peles normais para as
analises do CCR7 e 4 peles normais para CLA e posteriormente a expressdao dos marcadores de
endere¢amento celular foram avaliados por citometria de fluxo. (A) A expressdo do CCR7 nas
células T CD8". (B) Expressio de CCR7 nas células T CD4". (C) A expressio do CLA nas
células T CD8”. (D) Expressao de CLA nas cé€lulas T CD4*. As barras representam a mediana,
com (*) p< 0.05, foi utilizado o teste de Mann Whitney
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7.4. Producao de citocinas pelas CMSP apos 24h de estimulagao com L. braziliensis

Uma vez que a resposta imune protetora nos pacientes com LCL € caracterizada pela
produgao de citocinas pro-inflamatérias, decidimos analisar a produgio dessas citocinas pelas
CMSP dos pacientes ¢ dos voluntirios normais apds re-estimuladas na presenga de L.
braziliensis. Ap6s 24h de estimulag@o a produgio de citocinas foi analisada no sobrenadante da
cultura por citometria de fluxo. Como mostrado pela figura 11, houve uma produgdo
significativa de IFN-y (p=0.0001), IL-2 (p=0.0001) e TNF-a (p=0.0001) no sobrenadante da
cultura das CMSP dos pacientes apés estimulagdo com leishméania em relagdo aos controles
estimulados. Nao houve diferenga na produgao de 1L-10. A maior produgao das citocinas pro-

inflamatérias sugere uma resposta imune associada com o controle dos parasitas.
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Figura 11: Produgio de citocinas pelas CMSP apds estimulagdo com L. braziliensis. As CMSP de
25 pacientes e 10 voluntarios foram obtidas através de gradiente de Ficcoll e posteriormente
estimuladas com L. braziliensis. Apés 24 horas de cultura a produgdo de citocinas foi
determinada no sobrenadante da cultura por citometria de fluxo. (A) Produgao de IFN-y. (B)
Producao de IL-2. (C) produgdo de IL-10. As barras representam a mediana, com (*¥**) p<
0.001, foi utilizado o teste de Mann Whitney.
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7.5. Expressao de citocinas nas células T apds 24h de estimula¢do com L. braziliensis

Tendo como base a produgdo de citocinas observada na figura 11 e com a finalidade de
determinar qual subpopulagio linfocitéria seria responséavel por essa produgao, as CMSP foram
estimuladas com L. braziliensis e ap6s 24 horas a produgdo de citocinas foi avaliada nas células
T CD8" e T CD4". Observamos uma maior percentagem de producdo de INF-y nas células T
CD4" (p=0.042) dos pacientes em relagao aos voluntarios normais estimulados (Figura 12B).
Nio houve diferenca na expressao de IFN-y nas células T CD8" (Figura 12A). A freqiiéncia de
células T CD8" produzindo JL-10 foi significativamente maior nos pacientes do que nos
voluntérios estimulados (p=0.013), (Figura 12C). Nao observamos diferenca na freqiiéncia de
células T CD4" produzindo IL-10 (Figura 12D). A freqiiéncia de células T CD4" produzindo
IFN-y sugere a participagao dessas células na resposta imune contra a leishméania. A produgédo
de 1L-10 pelas células T CD8" pode estar associada com os mecanismos de geragio da

memdria imunoldégica ou regulagdo da resposta imune (Lu and Cantor, 2008).
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Figura 12: Porcentagem de células T CD8" e T CD4" produtoras de citocinas ap6s estimulagdo
com L. braziliensis. As CMSP de 25 pacientes e 10 controles foram obtidas através de
gradiente de Ficcol e posteriormente estimuladas com L. braziliensis. Ap6s 24 horas de cultura
a freqiiéncia de células produtoras de citocinas foi determinada por citometria de fluxo. Os
dados representam a porcentagem de células com sinal especifico para cada citocina em relagao
ao sinal das células incubadas com o isotipo controle. As barras representam a mediana, com
(*) p< 0.05, foi utilizado o teste de Mann Whitney.

7.6. Expressio de Granzima B nas células T CD8" apoés estimulacio com L. braziliensis

Uma vez que as células T CD8' podem participar do controle da infeccdo por
leishménia por diferentes mecanismos (Gaafar et al.,, 1999; Muller et al., 1994), decidimos
examinar a atividade citotdxica associada com a liberacdo de granzima B por essas células.
Para examinarmos essa fungdo, CMSP de 21 pacientes e 10 voluntarios normais foram obtidas
e estimuladas por 24 horas com L. brazilinesis, posteriormente a producao de granzima B pelas
células T CDS8' foi avaliada. Como observado na figura 13, houve uma freqiiéncia

significativamente maior da producdo desse granulo nos pacientes em relacdo aos voluntarios
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normais estimulados (p=0.036). Esse dado sugere a participagdo de células T CD8" citot6xicas

especificas a leishménia na fase inicial da infecgio.
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Figura 13: Porcentagem de células T CD8" produtoras de granzima B ap6s estimulagdo com L.
braziliensis. As CMSP de 21 pacientes e 10 controles foram obtidas através de gradiente de
Ficcol e posteriormente estimuladas com L. braziliensis. Os dados representam a porcentagem
de células com sinal especifico para cada citocina em relagdo ao sinal das células incubadas
com o isotipo controle. As barras representam a mediana, com (*) p< 0.05, foi utilizado o teste
de Mann Whitney.

7.7. Células T CD8" expressando Granzima B na bidpsia

Os dados obtidos das analises das CMSP dos pacientes mostraram uma elevada
freqiiéncia de células T CD8" expressando Granzima B (figura 13) e CLA (figura 9E) apés
estimulagdo com L. braziliensis, foi demonstrada também uma maior freqiiéncia na expressao
do CLA pelas células T CD8" que compdem o infiltrado inflamatério (figura 10C), sugerindo o
recrutamento dessas células. Decidimos entao, examinar uma possivel fungdo dessas células no
tecido da lesdo. Assim, secgdes de tecido foram usadas para identificar células T CD8"
expressando granzima B. A imagem mostra que existe uma co-localizagdo entre células T
CD8" e os granulos de granzima B no tecido da lesdo. Esse dado sugere uma fungio citotéxica
das células T CDS8* no infiltrado inflamatério de pacientes com leishmaniose cutinea
localizada, ndo podendo, entretanto, se excluir outras fungdes como a produgio diferencial de

citocinas.



54

Figura 14: Expressio de granzima B pelas células T CD8" em lesdes de pacientes com LCL.
Secgdes de tecido da lesdo de pacientes com LCL foram analisadas por microscopia de
fluorescéncia para a expressdo de CD8 e granzima B. A imagem mostra os nucleos das células
(azul) e as regides de co-localizagdo (amarelo) entre células T CD8' (verde) com granzima B
(vermelho). O destaque na imagem foi feito para enfatizar uma regido de co-localizagao.

7.8. Caracterizacao fenotipica do infiltrado inflamatério no tecido da lesao

Por ultimo analisamos o perfil celular do infiltrado inflamatorio na lesdo. Trabalhos em
leishmanioses e em outras doengas granulomatosas tém demonstrado que a distribui¢do de
subtipos de células T no tecido ¢ diferente do encontrado no sangue periférico (Pirmez et al.,
1990). Com o objetivo de caracterizarmos as células que compdem o infiltrado inflamatério das
lesdes dos pacientes com LCL, analisamos a expressdo de antigenos leucocitarios nas células

obtidas das bidpsias e de tecido normal por citometria de fluxo. A figura 15 mostra que o tecido
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da lesdo dos pacientes é composto por um infiltrado inflamatério misto, com predominancia de
células T CD4*, T CD8", células NK e células dendriticas (CD11c). Observamos uma maior
freqiéncia na expressao do CD3/CD4 (Figura 15B), mas sem diferenga estatistica quando
comparado ao tecido normal (p=0.063) e que a freqiiéncia dessas células nas biopsias dos
pacientes é cerca de duas vezes maior que a de CD3/CD8 (Figura 15A). Notamos ainda uma
diferenga estatistica na expressdao do CD11c (p=0.011), (Figura 15D) e um aumento, mas sem
significincia na expressao de CD11b (Figura 15C) e do CD56 (p=0.059), marcador para células

NK (Figura 15E) quando comparado com o tecido normal.
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Figura 15: Caracterizagao fenotipica do infiltrado inflamatério no tecido da lesao. As células
mononucleares foram obtidas de 26 bidpsias da lesdo e de 5 peles normais. Para a analise do
CD56 forma utilizados 4 peles normais. Posteriormente a expressao dos antigenos leucocitarios
foi avaliada por citometria de fluxo. (A) A expressio do CD3/CD8. (B) Expressao de
CD3/CD4. (C) A expressao do CD11b. (D) Expressdao do CD11c. (E) Expressao do CD56. As

barras representam a mediana, com (*) p< 0.05 e (**) p< 0.00, foi utilizado o teste de Mann
Whitney



57

8- DISCUSSAQ

A leishmaniose Tegumentar Americana é uma doeng¢a causada por protozodrios do
género Leishmania. Na maior parte do Brasil a infecgdo é causada pela espécie L. brazilinesis,
sendo as duas principais manifestacdes clinicas: a leishmaniose cutinea localizada e a
leishmaniose mucosa. A forma localizada € responsavel por mais de 90% dos casos, e é
caracterizada geralmente por uma tnica tlcera em alguns casos podem evoluir para a cura
espontinea, contudo, a maioria requer tratamento com drogas leishmanicidas. Entretanto,
formas mais graves podem ocorrer. A resposta imune celular tem desempenhado um papel
importante tanto nos processos de cura como no agravamento das lesoes (Diaz et al., 2006;
Pirmez et al., 1993). Os linfécitos T CD8" sdo importantes mediadores da resposta imune
adaptativa contra virus, protozoarios e bactérias (Harty et al., 2000), mas pouco é conhecido
sobre a funcdo desempenhada por essas células na resposta imune primaria (Ruiz and Becker,
2007). Em 2002, Belkaid et al, demonstraram que o controle da infec¢do primaria em
camundongos resistentes a leishmaniose causada por L. major estava associado a presenga das
células T CD8" e aos mecanismos efetores dessas células. A ativagio das células T é um evento
determinante na fase inicial da resposta imune a diferentes patdgenos. Esse processo leva a
mudangas na expressdo de moléculas de adesdo na superficie das células, influenciando nos
processos de migragdo e recrutamento das células para o sitio de infec¢do, um evento crucial na
imunopatologia da leishmaniose. No presente estudo, nés demonstramos que as células T CD8"*
estdo presentes na fase inicial da infec¢do em pacientes com leishmaniose cutinea localizada
infectados com L. braziliensis e sugerimos que essas c€lulas desempenham uma agao
citotoxica através da expressao de granzima B e podem estd envolvidas nos processos de
regulacao da resposta imune mediada pela produgdo de IL-10.

Inicialmente, examinamos a expressao de receptores associados com a ativagdo €
proliferacdo dos linfécitos T nas células do sangue periférico de pacientes com LCL e de
controles saudaveis. NOs observamos uma maior fregiiéncia na expressao do receptor de IL-2
(CD25) nos linfécitos T CD8" e T CD4" no sangue periférico dos pacientes. CD25 é um
marcador de ativagdo, sua expressao esta associada com a proliferacao das células T. De fato,
quando estimulamos CMSP desses pacientes com L. braziliensis observamos uma maior
freqiiéncia na expressdo do CD25 em ambas as subpopulagdes linfocitarias especificas a
leishmania. Dessa forma, uma maior freqii€éncia da expressao dessa molécula estaria associada

com a maior expansao clonal de células T especificas. No nosso estudo, células T expressando
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o receptor de JL-2 foram também encontradas no sitio da infec¢do com uma maior freqiiéncia
que no tecido normal. Trabalhos na literatura tem relatado ha existéncia ou nao de diferencas na
expressao desse receptor em bidpsias de pacientes com LCL (Esterre et al., 1992; Gaafar et al.,
1999; Lima et al., 1994), fato que pode ser explicado pelos diferentes métodos empregados nas
anilises, as espécies do parasita e também a caracteristica de cada populacao estudada. Outro
marcador analisado foi o CD71, receptor de transferrina, ele ¢ um marcador de ativagao tardio e
sua expressao estd associada com a maior captagao de ferro nas células em proliferagao.
Observamos uma maior freqiiéncia na expressio dessa molécula nas células T CD8" e T CD4"
no sangue periférico dos pacientes. No entanto, apOs estimulagio das CMSP com L.
brazileinsis foi observado uma maior freqiiéncia na expressao desse receptor apenas nas células
T CD8" em relagdo aos controles saudaveis estimulados, o que pode estar associado a
diferentes estdgios de ativagao das subpopulagdes linfocitdrias analisadas. A presenga de
células T expressando receptores associados com proliferagao e ativagdo celular tem sido
relatada em diferentes formas clinicas da leishmaniose. Trabalhos mostram que pacientes com
LCL e LM apresentam uma maior expressao do CD25 que pacientes com LCD (Castes et al.,
1988), o que estaria associado com a caracteristica anérgica da resposta imune encontrada nessa
forma clinica. Em 2001, Bottrel e colaboradores demonstraram que a estimulacao de CMSP
com SLA induzia o aumento na freqii€éncia de linfécitos T expressando o CD69, um marcador
de ativagdo inicial. Em 2004, Antonelli e colaboradores mostraram que a freqiiéncia de
linfocitos T CD4*CD69" estava correlacionada com a intensidade do teste de Monte-negro em
pacientes com LCL. Podemos especular, portanto, que o aumento na freqiiéncia de células T
CD8" e T CD4" expressando receptores de proliferagio e ativagdo celular no sangue periférico
dos pacientes estaria relacionada com o papel efetor exercido por essas células na resposta
imune contra a leishmania.

As células T efetoras t€m um papel importante durante a infec¢ado, pois produzem varios
fatores que estao envolvidos na supressao e controle da replicagdo do patégeno. As células T
efetoras podem ser caracterizadas pela expressdo do marcador CD45RO (Canto et al., 2005),
essa molécula é associada também com células T meméria (revisado em Dutton et al., 1998).
No nosso estudo, observamos uma menor freqii€ncia da expressao dessa molécula nas células T
CD8" do ex vivo dos pacientes em relagdo aos controles saudéaveis. De fato uma menor
freqiiéncia na expressdo desse marcador também tem sido demonstrado em pacientes com
Leishmaniose Visceral ativa (Clarencio et al., 2009), a menor freqiiéncia na expressao dessa
molécula nas células circulantes pode significar a migracao ou reten¢do dessas células no

tecido da les@o. Quando analisamos a expressdo desse marcador nas células T que compdem o
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infiltrado inflamatério observamos uma maior freqiiéncia da expressao dessa molécula tanto
nas células T CD8" quanto nas células T CD4". De fato, a predominancia de células T efetoras
na lesao tem sido descrito na literatura (Gaafar et al., 1999; Lima et al., 1994) e sua presenca é
importante para o controle da infec¢ao.

A ativacdo das células T leva a mudangas na expressao de moléculas de adesao na
superficie das células, influenciando nos processos de circulagao e recrutamento das células
para o sitio de infec¢do, um evento crucial na imunopatologia da leishmaniose. Esse processo é
de fundamental importancia na composi¢ado do infiltrado inflamatério. CD62L medeia a entrada
de leucécitos nos tecidos e tem uma importante fungao no enderecamento das células T para os
6rgaos linféides (von Andrian and Mackay, 2000; Wamock et al., 1998), sendo expressa
principalmente em células T virgens (Swain et al., 1996). No nosso trabalho encontramos uma
menor freqiiéncia de células T CD8” e T CD4" expressando CD62L no ex vivo dos pacientes, 0
que pode estd associado com a ativagio dos linfécitos € sua posterior migragiao para o sitio da
lesdo. Os linfécitos quando ativados tem niveis diminuidos de expressao do CD62L,, e tendem a
ter niveis aumentados de moléculas associadas com o enderecamento das células para o tecido
de inflamagao. Apos estimulagao das CMSP dos pacientes com leishmania, nés observamos um
significante aumento na fregiiéncia de células T CD4" expressando CD62L em relagio aos
controles estimulados, o que ndo foi observado nas células T CD8". Esse fato foi também
observado por Costa et. al., em 2003, e segundo eles a estimulagdo de células T especificas a
leishminia pode ter favorecido a expansio clonal de células T CD4*CD62L" previamente
ativadas no ex vivo. A expressao do CD621L. em células humanas nao € tao bem esclarecida
como em modelos experimentais, ja fol demonstrado, por exemplo, que metade das células T
humanas ativas expressam CD62L (Tedder et al., 1990) e que essa molécula pode estd
associada com o enderecamento de células T para tecidos inflamados (Hodge et al., 2003;
Keramidaris et al., 2001; Lukacs, 2000). Desta forma, células T expressando CD62L poderiam
participar no estabelecimento das lesdes em pacientes com leishmaniose cutinea.

Trabalhos mostram que a expressao do CCR7 € alta em células T virgens, como
também em células T de memoria central e que a regulacdo negativa dessa molécula esta
fortemente correlacionada com a ativacgao celular (Forster et al., 1999; Sallusto et al., 1999). No
nosso trabalho, observamos uma baixa freqiiéncia de células T CD4" e T CD8" expressando
CCR7 na anilise ex vivo dos pacientes, porém somente para as células T CD4" foi encontrada
uma freqiiéncia significantemente menor na expressao dessa molécula em relagcdao aos
individuos controles. Diferentes niveis de expressao do CCR7 nas células T dos individuos

saudaveis s@3o observados na literatura, na maioria dos estudos o nivel de expressdo dessa
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molécula esta em torno de 60% para ambas as populagOes celulares (Payne et al., 2009;
Sokolowska-Wojdylo et al., 2005). No entanto, baixos niveis de expressao do CCR7 sao
também demonstrados (Pokkali and Das, 2009), no nosso trabalho nos observamos uma baixa
freqiiéncia de expressdo desse receptor nas células T CD8" dos voluntdrios normais. No
entanto, a estimulagao das CMSP dos pacientes com leishménia mostrou uma menor freqiiéncia
tanto de células T CD8* quanto T CD4" expressando CCR7 em relagdo aos controles sadios
estimulados. De fato, linfécitos T expressando baixos niveis de CCR7 tém sido demonstrados
em outras patologias. Em infec¢des com o virus da coriomeningite linfocitica células T
citoliticas virgens expressam altos niveis de CCR7 tanto nos 6rgaos linféides com nos 6rgaos
nio linféides, ja as células T especificas ao virus regulam negativamente a expressao dessa
molécula (Junt et al., 2004). Uma menor freqiiéncia de células T CDg* expressando CCR7 tem
sido observada em infec¢des do citomegalovirus (Appay et al, 2002). Da mesma forma
analisamos a fregiiéncia da expressio do CCR7 nas células T CD8" e T CD4" do infiltrado
inflamatério, apesar de nao termos observado nenhuma diferenga significativa na freqiiéncia da
expressao desse receptor em relagdo ao tecido normal, nés podemos notar uma presenga
reduzida em ambas as populacgoes linfocitdrias no tecido da lesdo. A reduzida freqiiéncia de
células T expressando o receptor de quimiocinas associado com o enderegamento de células
para o linfonodo e os 6rgaos linféides secunddarios tanto no sangue periférico quanto no sitio da
lesao dos pacientes sugere a presenca de células T efetoras especificas a leishdmaia nesses
individuos.

Devido a importancia da migragdo celular no processo de composicdo do infiltrado
inflamatério, avaliamos a freqiiéncia de expressao do CLA, uma molécula associada com o
deslocamento das células para o tecido, uma vez que a maioria das células T que compoem o
infiltrado inflamatério cutaneo expressam essa molécula (Santamaria-Babi, 2004; Seneviratne
et al., 2005). Observamos um aumento significativo na freqiiéncia de células T CD8"
expressando CLA no ex vivo dos pacientes. Uma maior freqiiéncia de expressao dessa molécula
foi também observada nas células T CD8', quando CMSP foram estimuladas com L.
braziliensis. Provavelmente, a expressao dessa molécula estd contribuindo para o deslocamento
de células T CD8" especificas a leishménia para o sitio da lesdo, favorecendo assim o controle
do parasita. Células T expressando niveis aumentados de CLA tém sido observadas em
individuos com diversas doencgas inflamatdrias cutaneas (revisado por Santamaria-Babi, 2004).
Essas células podem estar contribuindo tanto com o controle quanto com a patogénese da
doenga. Na dermatite atépica, por exemplo, 50% das células T CD8" especificas observados no

sangue periféricos dos individuos expressam o CLA (Seneviratne et al.,, 2002), células T
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CD4*CLA" sdo também observadas nessa patologia (Teraki et al., 2000). Niveis elevados de
células T CD8'CLA" associadas com a destrui¢do de melandcitos é observado em pacientes
com vitiligo (Ogg et al., 1998). Ja4 em pacientes com hanseniase a freqiiéncia de células T
expressando CLA tem sido associada com o controle do parasita (Sieling, 2007). Nao
observamos aumento na fregiiéncia de células T CD4" expressando CLA na andlise ex vivo e
nem apds estimulagdo com leishmaénia, no entanto ndo podemos descartar a possibilidade
dessas células estarem expressando outras moléculas associadas com o deslocamento para o
tecido, que nao foram avaliadas como, por exemplo, CCR4 e CCR10 (Sokolowska-Wojdylo et
al., 2005; Whittaker, 2006).

Posteriormente, avaliamos a freqiiéncia de expressao do CLA nas células T do infiltrado
inflamatério. Observamos um aumento significativo na freqiiéncia de células T CD8*CLA". De
fato, biopsias de pacientes com leishmaniose cutinea localizada mostram uma correlagao
positiva entre a expressio do CLA e células T CD4" e T CD8" (Morgado et al., 2008). Foi
demonstrado também diferencas na propor¢do de células T expressando CLA em biopsias de
pacientes com diferentes formas clinicas da leishmaniose cutdnea. Em bidpsias de pacientes
com leishmaniose cutanea difusa a expressao do CLA € reduzida, ja em bidpsias de pacientes
com LC a expressdo dessa molécula é aumentada, essas diferengas podem estar associadas com
a capacidade efetora das células T em cada forma clinica (Diaz et al., 2002). Essa caracteristica
também tem sido correlacionada em outras patologias, em bidpsias de pacientes com
hanseniase tuberculoide, por exemplo, as células T expressam mais CLA que na hanseniase
lepromatosa (Sieling, 2007). Por outro lado, foi demonstrado que células T expressando CLA
podem mediar respostas inflamatérias nao desejadas (Santamaria-Babi, 2004). Esses resultados
sugerem que o recrutamento de células T CD8" especificas a leishmania para o sitio da lesdo é
um evento importante no controle da infecg@o, e que a falta do controle dessa resposta poderia
contribuir com a lesao tecidual.

Uma vez que, a natureza das células que compdem o infiltrado inflamatério na lesdo
pode ter um importante papel no curso da infecgdo, caracterizamos o seu perfil celular. As
lesdes de pacientes com LCL siao formadas basicamente por células mononucleares, com uma
predominancia de células T e macrofagos (Gaafar et al.,, 1999; Morgado et al., 2008).
Observamos uma freqiiéncia elevada de células T CD4" e T CD8", porem a freqiiéncia das
células T CD4" foi cerca de duas vezes maior que a de células T CD8”, o que pode significar a
expressdo de outros receptores de deslocamento para o tecido que nao o CLA, jid que a
expressdo dessa molécula foi reduzida nessas células. A presenca tanto das células T CD4"

quanto das células T CD8" na eliminagdo do parasita tem sido sugerida em lesdes recentes
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(Morgado et al., 2008). Notamos também uma elevada freqiiéncia de células dendriticas. As
células dendriticas sao importantes na fagocitose e transporte dos antigenos para os 6rgaos
linféides (Moll et al., 1995; Ritter and Osterloh, 2007), onde os processos de apresentacao de
antigenos e ativacao das células T acontecem. Alem disso, notamos um aumento na presenca de
células NK, essas células sdo encontradas em menor freqliéncia no infiltrado inflamatério
(Maasho et al., 1998), entretanto elas t€ém sido associadas com os mecanismos de protegdo,
através da produgdo inicial de IFN-y e também pela atividade citotéxica importante na
destruicdo do parasita (Korbel et al., 2004; Liese et al., 2008; Maasho et al., 1998). Esses
resultados sugerem a participagao de diferentes populagoes celulares na resposta imune do
infiltrado inflamatério, a presenga dessas células estaria favorecendo os mecanismos
leishmanicidas (Machado et al., 2002; Ritter and Osterloh, 2007; Ruiz and Becker, 2007).

A resposta imune protetora na leishmaniose ¢ dependente da imunidade celular, as
citocinas sdo importantes componentes dessa resposta. Observamos uma producao
significantemente aumentada de IFN-y, TNF-a e 1L-2 no sobrenadante de cultura das CMSP
estimuladas com leishmania, assim como, podemos notar um discreto aumento de IL-10. A
produgdo mista de citocinas na LCL ativa tem sido demonstrada na literatura (Bittar et al,,
2007; Coutinho et al., 1996). Trabalhos anteriores demonstram que a estimulacao de CMSP de
pacientes infectados com Leishmania braziliensis e/ou com SLA induz a produgao de altos
niveis de IFN-y, essa producdo também pode ser vista em pacientes infectados com outras
espécies de leishmania. IFN-y e o TNF-a sdo citocinas associadas com a resposta imune Thl
sendo determinante para ativagdo dos mecanismos leishmanicidas, favorecendo o controle do
parasita. No nosso estudo, as células T CD4" foram as principais células expressando o IFN-y.
De fato, pacientes com LCL na fase ativa da infec¢do apresentam uma maior produgao de IFN-
v pelas células T CD4" (Ajdary et al., 2000; Bottrel et al., 2001). Recentemente, foi
demonstrado que linfécitos T duplo negativo (CD4'CD8’) sao o segundo tipo celular mais
prevalente produzindo IFN-y na LCL (Bottrel et al., 2001), exercendo um importante papel na
resposta imune inata. A fregiiéncia de células T CD8" expressando IFN-y geralmente ¢é
reduzida. A importancia de células T CD8" produtoras de IFN-y na infecgio primaria por
leishmania foi demonstrada em 2002, por Belkaid e colaboradores. Assim, as células T CD8"
podem utilizar diferentes mecanismos citotoxicos durante a resposta imune e a produgio de
IFN-y tanto pelas células T CD4" quanto pelas células T CD8" sdo importantes no controle da
infeccdo. No nosso trabalho, observamos uma produ¢@o aumentada, mas nao estatisticamente

significante na freqiiéncia de células T CD8" expressando IFN-y. Esse dado nos sugere que as
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células T CD8" podem estar atuando no controle da infecgdo através de outros mecanismos
citotoxicos.

Surpreendentemente, as células T CD8" dos pacientes com LCL mostraram produgéo
aumentada de IL-10. IL-10 é uma importante citocina antiinflamatéria, sua fungdo tem sido
demonstrada em infecgdes com diferentes parasitas (revisado em Couper et al., 2008). O
aumento na freqiiéncia de células T produzindo essa citocina tem sido demonstrado em CMSP
estimuladas com SLA (Bottrel et al., 2001; Bourreau et al., 2007). Da mesma forma, uma
elevada producao de 1L-10 pode ser encontrada em individuos que apresentam cura espontinea
(Gomes-Silva et al., 2007) e também nos individuos assintomaticos infectados com L.
braziliensis (Bittar et al., 2007). Além disso, na LM foi demonstrado que os pacientes
produzem niveis reduzidos de IL-10 (Bacellar et al., 2002) e também do seu receptor (Faria et
al., 2005), o que estaria correlacionado com a exacerbagdo da resposta inflamatéria. Por outro
lado, IL-10 regula negativamente a produgdo de IFN-y em pacientes infectados com L.
braziliensis (Rocha et al., 1999), e tem sido encontrado no sitio das lesdes de pacientes
infectados com L. major (Louzir et al., 1998) e L mexicana (Melby, P.C., 1996). Na
leishmaniose tegumentar, a principal célula produtora de IL.-10 ainda nao foi1 determinada, ja
foi demonstrada a produg¢do desta citocinas por mondcitos e células T CD4" (Anderson et al.,
2007; Bottrel et al., 2001), no nosso estudo, observamos uma elevada freqiiéncia de células T
CD8" produzindo IL-10. Esse fato foi também observado em pacientes com leishmaniose
cutdnea infectados com L. guyanensis (Bourreau et al., 2007). Células T CD8" supressoras tém
sido descritas na literatura (revisado em Lu and Cantor, 2008), os mecanismos utilizados por
essas células para suprimir a resposta imune incluem a destrui¢@o das células alvo e a secre¢ao
de citocinas imunossupressoras como 1L-10. Em infec¢des com o virus influenza a presenga de
células T CD8" secretando 1L-10 reduz a inflamagio pulmonar (Sun et al., 2009). A produgio
do IL-10 pode ser um fator chave, para regular a produgido exacerbada de IFN-y, exercendo
uma funcgao importante na regulagio da resposta inflamatéria necessiria para o controle da
infecgao (Bacellar et al., 2002; Belkaid et al., 2001; Gomes-Silva et al., 2007). O balango entre
a produgdo de IFN-y e IL-10 é de fundamental importancia no curso da resposta imune
(Antonelli et al., 2004), e provavelmente as células T CD8" produtoras de IL-10 poderiam esta
exercendo uma funcgao regulatéria da resposta imune celular durante a infecgéo.

Devido a importancia da citotoxicidade na proteg¢do imune em infecgdes virais, e a alguns
dados na literatura sugerindo que esse mecanismo pode contribuir na prote¢do contra alguns

patégenos intracelulares como Tripanossoma cruzi e Mycobacterium turbeculosis (Cho et al.,
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2000; Stenger and Modlin, 1998), tornou-se necessario avaliar a participa¢ao dessa via na
resposta imune contra leishmania. As células citotéxicas destroem as células alvo através de
dois mecanismos principais: expressao de Fas/FasL e perforina-granzima B.,e nesse estudo,
avaliamos apenas a citotoxicidade mediada pela expressdo de grianulos. Observamos uma
elevada produgao de granzima B nas células T CD8" dos pacientes quando estimuladas com L.
braziliensis. Em 2004, Bussoffara e colaboradores, demonstraram uma maior atividade de
granzima B em pacientes infectados com L. major, a presenca de células T CD8" citotoxicas foi
também demonstrada em infec¢des com L. amazonesis (Russo et al., 1999). Granzima B é uma
serina protease expressa pelas células T CD8" citotoxicas, células NK e células NKT, a
expressao dessa serina protease foi também demonstrada em niveis reduzidos nas células T
CD4" (Grossman et al., 2004), . porém o mecanismo pelo qual as células T CD4" reconhecem e
destroem as c€lulas alvo ainda nao esta definido. J4& foi demonstrado que 1L.-2 pode regular a
expressdo de granzima B nas células T CD8" ativadas (Janas et al., 2005). A elevada expressdo
dessa citocina, poderia estar favorecendo a produgio de granzima B observada.

Sabendo que na resposta imune efetiva contra a leishmania as células T devem migrar do
sangue periférico para o sitio da lesdo, e tendo como base a elevada expressdao de CLA pelas
células T CD8" do sangue periférico demonstrada nos nossos dados, avaliamos a produgio de
granzima B pelas células T CD8" no sitio da lesdo. Notamos a presenga de células T CD8" co-
expressando granzima B, sugerindo a participagdo dessas células no controle da infec¢do. A
resposta imune contra a leishménia é um mecanismo complexo que tem a participagao de
diversas populagoes celulares, a presenga de células NK na imune protetora a leishménia tem
sido evidenciada, essas células produzem IFN-y e secretam granulos citotéxicos (Akuffo and
Bntton, 1992; Nylen et al., 2003). De fato, apesar de ndo termos avaliado a fungio dessas
c€lulas, nao se deve descartar a sua contribuicdo no controle da infecg¢do. Entretanto, nao
observamos diferenca na presenga dessas células no infiltrado inflamatério.

O mecanismo de citotoxicidade mediado pela expressdo dos receptores Fas/FasL, nio foi
avaliado, no entanto essa ¢ uma importante via de inducdo de apoptose de células alvo ja
demonstrado em infec¢des com leishmania e tem sido sugerido ser importante no controle da
infec¢do (Eidsmo et al., 2005). Entretanto, a resposta citotéxica tem sido associada com a
cronicidade da infecg@o e dano tecidual observado em pacientes com LM (Barral-Netto et al.,
1995; Brodskyn et al., 1997). Assim, podemos sugerir que uma possivel perda nos mecanismos
regulatérios da resposta imune poderia favorecer a resposta exacerbada encontrada nessas
pacientes. Desta forma podemos concluir que o controle da infec¢do por leishménia é um

evento multiplo, com a participagio de diferentes mecanismos, e sugerimos que as células T
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CD8" sdo importante nos eventos iniciais da infecgdo com L. braziliensis, e que essas células
participam tanto dos mecanismos de citotoxicidade, expressando Granzima B, quanto das vias
de regulacao da resposta imune por meio da expressdo de 1L-10. Ambos achados devem ser
mais profundamente investigados, pois seriam importantes para o entendimento do curso da

infecc@o e também poderiam contribuir com o desenvolvimento de estratégias terapéuticas.
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9- CONCLUSOES

O desenvolvimento desse trabalho permitiu avaliar a fungdo das células T CD8" na fase
inicial da infeccdo por L. braziliensis em pacientes com leishmaniose cutinea localizada.
Permitindo concluir que:

1. Células T CD8" de pacientes com LCL apresentam perfil de ativagdo, efetor e
migratdrio para o sitio da infecgao.

2. Células T CD8" de pacientes com LCL sdo funcionalmente citotéxica o que sugere um
papel relevante no controle da infecgao.

3. Além da atividade citotoxica essas células podem estar regulando a inflamagdo através

da produgio da IL-10.
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ANEXO A: DADOS CLINICOS DOS PACIENTES COM LEISHMANIOSE CUTANEA
LOCALIZADA ESTUDADOS

Pacientes Sexo Idade N.Lesio Tm.da Lesao T-da Lesdo (dias) T.Monte Neg?() Bi()prsiAai

i F 44 1 1,5X1,5 30 Positivo

2 M 79 4 VARIOS 30 Positivo

3 F 42 1 1,5X2,0 30 Positivo

4 M 62 1 0,5X0,7 30 Positivo

5 M 9 3 0,7X0,7 30 Positivo

6 F 27 1 0,7X0,7 30 Positivo

7 M 24 1 1X1 30 Positivo

8 M 37 1 1,5X0,5 30 Positivo Sim

9 F 12 13 0,5X1,0 30 Positivo Sim
10 M 49 3 2X1 60 Positivo Sim
11 M 35 1 4,0X3,0 30 Positivo Sim
12 M 19 2 1X1,5 30 Positivo Sim
13 M 25 1 1,0X2,0 30 Positivo
14 M 21 1 1,5X1,5 60 Positivo Sim
15 M 15 2 3,0X2,5 60 Positivo Sim
16 M 44 1 50X1,0 30 Positivo Sim
17 M 50 1 3,0X2,0 60 Positivo Sim
18 F 40 4 1,0X1,0 30 Positivo Sim
19 M 33 2 NSI 30 Positivo Sim
20 M 16 1 1,5X1,8 60 Positivo Sim
21 M 26 2 3,5X1,72 90 Positivo Sim
22 M 16 1 1,0X1,0 30 Positivo Sim
23 M 34 4 1,0X1,0 30 Positivo
24 M 17 1 4,3X3,5 30 Positivo
25 M 27 2 0,5X1 30 Positivo
26 M 41 1 1,0X1,0 60 Positivo Sim
27 F 50 1 0,5X0,5 90 Positivo
28 F 33 2 1,5X1,0 30 Positivo Sim
29 M 56 1 2,0X3,0 30 Positivo
30 M 19 1 2,0X2,5 60 Positivo
31 F 14 2 2,2X1,5 30 Positivo
32 M 24 1 1,0X1,3 30 Positivo
33 M 24 1 3,0x1,0 30 Positivo
34 M 14 10 4,0X1,5 30 Positivo
35 M 42 1 3,0X3,5 30 Positivo Sim
36 M 43 1 2X0,5 60 Positivo Sim
37 M 7 1 NSI 90 Positivo Sim
38 M 15 5 4X2 30 Positivo Sim
39 M 21 NSI NSI 15 Positivo Sim
40 F 24 1 2,020 30 Positivo Sim
41 M 19 3 NSI 30 Positivo Sim
42 M 59 2 55X3,0 60 Positivo Sim
43 ™M 7 1 2X2,5 60 Positivo Sim




85

ANEXO B: ANTICORPOS UTILIZADOS NAS ANALISES DE CITOMETRIA DE
FLUXO

ANTICORPO CLONE CROMOGENO

CD4- PE RPA-T4 Phicoeritrina

CD4-FITC RPA-T4 Isoticianianato de fluoresceina
CD3-PE UCHTI Phicoeritrina

CD8-PE-Cy™5 RPA-T8 Phicoeritrina- Cy5
CD25-FITC ' M-A251 Isoticianianato de fluoresceina
CD71-FITC M-A712 Isoticianianato de fluoresceina
CD45RO-PE UCHL1 Phicoeritrina

CD62L-FITC Dreg 56 Isoticianianato de fluoresceina
CCR7-PE 3D12 Phicoeritrina

CLA- FITC HECA-452 Isoticianianato de fluoresceina
CD19-FITC HIB19 Isoticianianato de fluoresceina
CD56-PE B159 Phicoeritrina

CD11b/Mac-1 -PE-Cy™5  1CRF44 Phicoeritrina- Cy5

CD1l1c-PE S-HCL-3 Phicoeritrina

IFN-y- PE 45.B3 Phicoeritrina

IL-10 -PE JES3-19F1 Phicoeritrina

GRANZIMA B GB11 Phicoeritrina




ANEXO C: FICHA CLINICO- EPIDEMIOLOGICA

PROGRAMA DE CONTROLE DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR
LT Jequiriga
FICHA CLINICO-EPIDEMIOLOGICA
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DATA DE PREENCHIMENTO: __ /[ NY DE REGISTRO:

1. IDENTIFICAGAO:
Nome: Apelido:

Data Nascimento: _ / _/___ Sexo: Cor: Ocupagao: Peso:

Local de Nascimento:

Local Provéavel de contagio:

Residéncia atual:

Tempo de moradia: Residéncia(s) anterior(es): (1) Sim (2) Nao (9) NSI
Onde: Ha quanto tempo: meses
Local onde reside (ou de contagio) tem alguém com LT: (1) Sim (2) Nao (9) NSI

2. ANTECEDENTES MEDICOS

Jateve LT (1) Sim (2) Nao (9) NSI
Foi tratado (1) Sim (2) Nao (9) NSI
Natureza do tt° (1) Tépico (2) Sistémico (9) NSI
Droga Usada: Dose:

Ano de #°: Onde foi tratado:

3. ANTECEDENTES FAMILIARES
Numero de familiares em casa (Excluir paciente):
Numero de familiares que tiveram LT:

Nome: Idade:

Ano da doenga: Localidade:

Grau de parentesco com o caso index:

Nome: Idade:

Ano da doenga: Local:

Grau de parentesco com o caso index:
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4. SITUAGAO EPIDEMIOLOGICA

Localizagao do domicilio: (1) area urbana (2) area rural (3) Peri-urbana (9) NSI

Quantas pessoas residem no domicilio: N° de comodos:
Instalacoes sanitarias: (1) Sim (2) Nao (9) NSI
Caso sim:
{1) Dentro domicilio (2) Fora do (3) Fora domicilio/ comum (9) NS
domicilio varios domicilios
Cria animais no quintal (1) Sim (2) Nao (9) NSI
Caso sim, qual (is):
Galinha (1) Sim (2) Nao (9) NSI
Cavalo (1) Sim (2) Nao (9) NSI
Porcos (1) Sim (2) Nao (9) NSI
Cabras (1) Sim (2) Nao (9) NSI
Carneiros (1) Sim (2) Nao (9) NSI
Jumentos (1) Sim (2) Nao (9) NSI
Caes (1) Sim (2) Nao (9) NSI
Outros (1) Sim (2) Nae (9) NSI
Qual (is):
Renda familiar mensal ( )<1 ( )1az2 ( )3a4

5. HISTORIA CLINICA

6. EXAME FiSICO
a) Presencga de Linfonomegalia: (1) Sim (2) Nao

Caso sim, localizagao: (1) Epitroclear (2) Tibial posterior (3) Axilar (4) Crural  (5) Cervical
(6) Suboccipital (7) Submandibular (8) Inguinal  (9) Outros
Tamanho do ganglio (cm)

b) Lesao de Pele: (1) Sim (2) Nao

N° total de lesdo(des): Localizagao(des): marcar na figura abaixo
N’ lesdo(oes) uiceradas: Tamanho (cm): marcar na figura abaixo
Duragao: (meses)

Caracteristica(s): (1) tmida (2) vegetante (3) minima (4) seca (5) disseminada (6) verrucoide (7) outras

N' de lesdo(6es) nao ulcerada(s): Duragao: (meses)
Localizagao(oes): Tamanho (cm):
Cicatriz antiga: (1) Sim (2) Nao (9) NSI N° total: Duragao {meses)

Localizagao(bes): Tamanho (cm):




7. DIAGNOSTICO LABORATORIAL
a) EXAMES IMUNOLOGICOS

IDRM

SOROLOGIA: ANO(S)

Data Leitura

I.LF.l/Data

Titulo

ELISA/Data

N. Absorbancia

b) BIOPSIA: (1) Sim

Laudo Anexo: (1) Sim

(2) Nao
(2) Nao

8. TRATAMENTO

Terapéutica

atual:

Droga Empregada:

Data Inicio:

Dosagem Diaria:

Data Término:

9. EFEITOS COLATERAIS

EFEITOS ADVERSOS

DIAS DE TRATAMENTO

Dia 10 Dia 20

Dia 30

Dia 40

1 més pés-tto

ARTRALGIA

MIALGIA

DOR ABDOMINAL

ANOREXIA

NAUSEAS

VOMITOS

PALPITACOES

FEBRE

OUTROS
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ANEXO D: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu , ful informado que este estudo é uma
pesquisa e que seu objetivo € avaliar o papel das células T CD8 na leishmaniose cutinea
localizada. A parte neste estudo prece a doacdao de sangue e biopsia tecidual, a que serei
submetido.

Os resultados deste estudo serdo discutidos comigo e considerados confidencias. Os resultados
divulgados na forma de comunicagdo cientifica, ndo permitindo a identificagao individual dos
participantes.

Dr. discutiu comigo esta informagido e se
colocou a disposi¢cdo para responder. Se eu tiver novas perguntas poderel contati-lo pelo
telefone

Minha participagdo nesse estudo € inteiramente voluntaria e sou livre para me recusar a
partictpar do estudo, sem afetar os cuidados médicos que devo receber. Recebl uma copia deste
formulario e tive oportunidade de ler com cuidado.

Pelo presente, consisto em voluntariamente em participar deste estudo, permitindo que o0s
procedimentos descritos acima sejam realizados em mim.

Ass. Voluntario

Data: / /
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