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RESUMO

AVALIACAO DO PAPEL DOS LINFOCITOS T CD8" NA INFECCAO EXPERIMENTAL
POR LEISHMANA BRAZILIENSIS. FERNANDA OLIVEIRA NOVAIS. Linfocitos T CD8"
sdo células do sistema imune adaptativo capazes de induzir a morte de células infectadas através
de mecanismos citotéxicos. No modelo de infecg¢do intradérmica por Leishmania revelou-se que
os linfocitos T CD8" sdo responsaveis tanto pela indugdo de patogénese bem como pela
imunidade contra a infec¢do primaria por L. major. At¢ o momento, o papel dos linfécitos T
CD8" nao foi estudado na infec¢ao experimental por L. braziliensis. Neste estudo, investigamos o
recrutamento dos linfocitos T CD8" para o sitio de infecg¢ao ¢ determinamos a sua fungdo. Cinco
semanas apos a infec¢do intradérmica por L. braziliensis, camundongos BALB/c apresentaram
um aumento na porcentagem de linfocitos T CD8" presentes na orelha infectada e estes
produziram, principalmente, IFN-y e Granzima B. J& no linfonodo de drenagem, estas células nao
produzem granzima mas, sim, IFN-y e TNF-a. Utilizando o mesmo modelo de infecg¢do,
camundongos BALB/c ou C57BL/6 depletados de linfocitos T CD8" ou camundongos deficientes
em [3,-microglobulina ou em CDS8 apresentaram redugdo no tamanho da lesdo ao longo da
infeccdo e menor carga parasitaria cinco semanas ap6s a infec¢do. A deplecdo de linfocitos T
CD8" nao induziu qualquer alteragdo no recrutamento e producao de IFN-y, TNF-a e IL-10 pelos
linfocitos T CD4" no sitio de infec¢do ou no linfonodo de drenagem. Além disso, a capacidade
proliferativa ou a producao de citocinas especificas in vitro apds estimulo com células dendriticas
infectadas por L. braziliensis ndo sofreram alteracdo. A auséncia de linfocitos T CD8" apos a
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infec¢@o por L. braziliensis também ndo alterou o recrutamento de monocitos inflamatérios nem
a sua diferenciacao em células dendriticas. Por ultimo, a andlise histologica e de citometria de
fluxo mostrou aumento no recrutamento de neutrofilos para o sitio de infeccdo e este resultado
pode ser correlacionado com o controle da doenga. Para confirmar o envolvimento dos linfocitos
T CD8" no desenvolvimento de lesdo por L. braziliensis, transferimos linfocitos T CD8" de
camundongos raive ou imunes, bem como linfocitos T CD4" somente ou linfocitos T CD8" e T
CD4" para camundongos RAG™. Neste contexto, a transferéncia de linfocitos T CD8" naive ou
imunes induziu uma intensa patologia no sitio de infec¢do bem como a disseminacgao de parasitas
para outros sitios, como a orelha ndo infectada, pata e nariz. Camundongos RAG™ controle ¢
aqueles que receberam linfocitos T CD8" naive ou imunes apresentam a mesma quantidade de
parasitas no sitio de infeccdo, embora o aspecto da lesdo tenha sido muito diferente. A
transferéncia de linfocitos T CD4" foi capaz de controlar a carga parasitaria nestes animais e o
mesmo foi observado apos transferéncia de linfocitos T CD4" ¢ T CD8" em conjunto. Nestes
animais ndo observamos lesdes em outros sitios, indicando que os linfocitos T CD8" contribuem
para a disseminacdo dos parasitas. Por ultimo, transferimos linfocitos T CD8" provenientes de
camundongos selvagens ou deficientes de IFN-y e perforina e observamos que, na auséncia de
perforina, a patologia e a disseminacdo parasitaria sdo controladas. Portanto, este estudo sugere
envolvimento dos linfécitos T CD8" na patogénese induzida por L. braziliensis devido ao seu
potencial citotoxico e, em paralelo, inibindo o recrutamento de neutréfilos para o sitio de
infeccdo. [PALAVRAS CHAVE] Leishmania braziliensis, linfocitos T CDS8", neutrofilos,
BALB/c, Leishmaniose Tegumentar Americana, perforina.




ABSTRACT

THE ROLE OF CD8" T CELLS IN CUTANEOUS LEISHMANIASIS CAUSED BY
LEISHMANA BRAZILIENSIS. FERNANDA OLIVEIRA NOVAIS. CD8" T lymphocytes are
part of the adaptive immune system and are considered cytotoxic because of their ability to
induce death in infected cells. Using the intradermal model of Leishmania infection, it has been
shown that CD8" T cells play an essential role in both pathogenesis and immunity to primary
infection with L. major in the skin. So far, the role of these lymphocytes in the experimental
model of infection using L. braziliensis has not been evaluated. In this study we determined the
recruitment and function of these cells upon infection with L. braziliensis. Five weeks after
infection, the frequency of CD8" T cells was increased in the dermal site and these cells produced
mainly IFN-y and granzyme B in infected mice. In the draining lymph nodes, these cells
produced high levels of IFN-y and TNF-a, but not granzyme B. Using the same intradermal
model of infection, we analysed the outcome of infection in the absence of CD8" T lymphocytes
using both antibody depletion in BALB/c and C57BL/6 mice and mice deficient in [3,-
microglobulin and CDS8. In all groups, the absence of CD8" T cells was correlated with better
control of lesion development and parasite load in both depleted BALB/c and in [3,-microglobulin
deficient mice. In the absence of CD8" T cells, CD4" T lymphocytes were recruited to the same
extension and produced same levels of IFN-y, TNF-a and IL-10 both in the infected ear and in
draining lymph nodes when compared to infected mice that were not depleted. Also, there was no
change in the proliferative potential and in IFN-y production by these cells after re-stimulation
with infected dendritic cells. Analysis of inflammatory monocyte recruitment and differentiation
of these cells into dendritic cells were similar in both depleted and non-depleted mice. On the
other hand, histological and flow cytometric analyses showed increased neutrophil recruitment to
the site of infection and this can be correlated with disease control. To confirm the role of CD8" T
cells in the lesion development of L. braziliensis infected mice, we then transferred CD8" T cells
from naive or immune mice, as well as CD4" T cells alone or together with T CD8" to RAG
deficient mice. The transfer of CD8" T cells from immune or naive mice into RAG recipients
induced an intense pathology upon infection with L. braziliensis in the infection site, but also in
uninfected tissues such as the uninfected ear, nose and footpad. Evaluation of parasite numbers in
the infected ear showed that RAG deficient mice without T cells and those transferred with CD8"
T cells from naive or immune mice had similar number of parasites although the pathology was
very different. The transfer of CD4" T cells alone or in association with CD8" T cells induced
parasite control in the infection site. In these mice, we could not detect lesions in other sites and
we concluded that the transfer of CD8" T cells alone induces parasite dissemination in RAG
deficient mice. Finally, the transfer of CD8" T cells from perforin deficient mice led to control in
lesion development and in parasite dissemination. In this study we can conclude that CD8" T
cells are involved in the pathogenesis of L. braziliensis due to their cytotoxic potential and by
inhibiting neutrophil recruitment to the infection site. [KEYWORDS] Leishmania braziliensis,
CD8" T cells, neutrophils, BALB/c, American Tegumentary Leishmaniasis, perforin.
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1 INTRODUCAO

1.1 A leishmaniose

A leishmaniose ¢ constituida por um grupo de doengas causadas pela infec¢do por parasitas
pertencentes ao género Leishmania (Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae), que sao
injetados na derme do hospedeiro pela picada do flebotomo infectado. Existem cerca de 500
espécies de flebétomos identificados, contudo, apenas 30 deles estdo implicados como vetores da
doenca (World Health Organization, Leishmaniasis Controle - Disponivel em:
http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/ Acesso em 28/12/2010).

No Brasil, os flebotomineos responsaveis pela transmissao da Leishmania sao pertencentes ao
género Lutzomyia (Ordem Diptera, Familia Psychodidae). A transmissdo da Leishmania da-se
durante o repasto sangiiineo do flebétomo fémea. Durante o processo de alimentacdo, até 1.000
formas infectantes da Leishmania sdao introduzidas no local da picada junto com a saliva do
inseto. Dentro de 4 a 6 horas, estes parasitas sao interiorizados pelos macrofagos teciduais e sao
envoltos por um vactolo fagocitico. Rapidamente, as formas promastigotas perdem o flagelo e se
transformam nas formas amastigotas, que sdao capazes de sobreviver dentro do vacuolo
parasitéforo, no interior do macrofago. No vacuolo parasitdforo, as formas amastigotas se
multiplicam por divisdo binaria, resistindo aos mecanismos efetores da resposta imune do
hospedeiro. Eventualmente, os macréfagos infectados se rompem, liberando novas amastigotas,
as quais podem invadir novas células, re-iniciando o ciclo de vida no interior do hospedeiro
vertebrado.

Somente as fémeas de flebotomos sdo capazes de transmitir a leishmania, adquirindo-a
através da alimentacdo sangiiinea no hospedeiro vertebrado (seres humanos ou outros mamiferos
infectados com o parasita). Uma vez no interior do flebétomo, as amastigotas se diferenciam em
promastigotas e se deslocam para a porg¢ao anterior do intestino do vetor. Apds a migragdo para a
faringe do inseto, as formas promastigotas diferenciam-se nas formas infectantes, chamadas de
promastigotas metaciclicas.

A leishmaniose apresenta duas formas clinicas principais, a forma cutdnea ou tegumentar e a
forma visceral. A leishmaniose cutanea ou tegumentar (LT) € caracterizada pela formacdo de
ulceras na pele em locais expostos como rosto, pernas e bragos. Esta tulcera apresenta,
caracteristicamente, bordas elevadas e um fundo necrético. Embora a LT comprometa
primariamente a pele, a linfadenopatia regional ¢ comum, podendo preceder o aparecimento das
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lesdes cutaneas (Barra/ et al., 1995). Nas Américas, a LT é causada por uma variedade de
espécies sendo seus principais agentes etiologicos a Leishmania braziliensis, a Leishmania
amazonensis ¢ a Leishmania guyanensis, enquanto que, no Velho Mundo, as espécies
responsaveis pela LT sdo, entre outras, a Leishmania major e a Leishmania tropica.

A LT pode se manifestar como uma ulcera cutinea uUnica e, neste caso, ¢ chamada de
leishmaniose cutanea localizada (LCL) ou por meio de diversas lesdes nodulares, sendo, neste
caso, denominada leishmaniose cutinea difusa (LCD) (Carvalho et al., 1994). Nas Américas,
aproximadamente 3% dos pacientes sdo acometidos pela leishmaniose cutdneo-mucosa (LCM)
(Barral et al., 1995). Esta complicacdo decorre da metastase dos parasitas a partir de uma lesao
cutanea, sendo as regides mais afetadas o nariz, faringe, boca e laringe (revisado em Marsden,
1986). Em geral, as lesdes nestes tecidos ocorrem num periodo que pode variar de semanas a
anos apos a infeccdo inicial, no entanto, a ocorréncia de ambas as formas da doenca (LCL e
LCM) pode ser concomitante (Boaventura et al., 2010).

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar ¢ causada pela L. chagasi-infantum e resulta da
incapacidade do sistema imune de ativar macréfagos (rev. em Stager et al., 2010), o que leva a
disseminagdo hematogénica do parasita. Isto leva ao desenvolvimento de uma enfermidade
infecciosa cronica capaz de causar um estado de debilidade progressivo, que pode levar ao 6bito
se ndo for submetida a um tratamento especifico.

Nos ultimos quinze anos, as regides endémicas para as leishmanioses tém se alastrado e existe
um aumento importante no numero de casos da doenga. Atualmente, 88 paises sdo afetados pelas
leishmanioses e existe um nimero substancial de casos ndo reportados. Estima-se que 350
milhdes de individuos vivem em darea de risco, 12 milhdes de pessoas se encontram infectadas
com o parasita e outros 2 milhdes de novos casos surgem anualmente (World Health
Organization, Leishmaniasis Controle - Disponivel em:

http://www.who.int/leishmaniasis/burden/en/ Acesso em 28/12/2010).

1.2 Modelos experimentais de leishmaniose tegumentar

Inicialmente, observou-se que a inoculagdo de L. major em camundongos de diferentes cepas
resulta em dois padrdes distintos de doenga. O padrao de resisténcia, por exemplo, ¢ o observado
em camundongos C57BL/6. Neste modelo, os animais desenvolvem uma lesdo que cura

espontaneamente e esta cura esta associada ao desenvolvimento de uma resposta imune celular do
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tipo T helper 1 (ou Thl), caracterizada pela presenga de altos niveis de IFN-y e baixos niveis de
IL-4. Em contraste, camundongos BALB/c sdo suscetiveis a infeccdo por L. major, pois
desenvolvem uma resposta imune celular do tipo Th2, com baixos niveis de IFN-y e altos niveis
de IL-4 (Locksley e Scott, 1991). Nos camundongos BALB/c nao hé cura espontanea da lesdo e
este modelo estd associado as formas clinicas da doenca consideradas progressivas como a LV e
a LCD (rev. Sacks e Noben-Trauth, 2002), para as quais também ndo se observa cura espontanea
no homem. Tradicionalmente, estes modelos experimentais de infec¢do sao induzidos a partir da
inoculacdo de altas quantidades do parasita (por volta de 107 promastigotas) na pata do animal,
por via subcutanea.

No final da década de 90, Belkaid et al. (1998) desenvolveram um modelo experimental que
mimetiza melhor a infec¢ao natural. Neste modelo, o indculo de baixas doses de L. major (100 a
1000 promastigotas), na derme da orelha de camundongos BALB/c, associado a presenga de
saliva do flebotomineo Phlebotomus papatasi, levou ao desenvolvimento de uma lesdo mais
acentuada quando comparado aos controles inoculados apenas com L. major. Mesmo em
camundongos C57BL/6, considerados resistentes a infeccdo por L. major, houve ulceragdao e
necrose tecidual, indicando que este seria um modelo de infec¢ao mais semelhante ao que ocorre
na natureza.

Embora a doen¢a causada por L. braziliensis seja um sério problema de satde publica no
Brasil e na América do Sul, existem poucos trabalhos experimentais que caracterizam a resposta
imune a este parasita. Neal & Hale (1983) testaram a base da cauda de camundongos BALB/c
como sitio de infec¢do, utilizando 2x107 parasitas. Os autores conseguiram observar o
desenvolvimento de pequenos nodulos, o que sugeriu uma baixa sobrevivéncia e multiplicagdo
do parasita neste hospedeiro. Childs ef al. (1984) testaram a infec¢do com L. braziliensis em oito
linhagens de camundongos, utilizando o focinho destes animais como local de indculo, e
observaram a cura da infeccdo em todas as cepas de camundongos usadas. Somente apds a co-
inoculagdo de L. braziliensis na presenca de saliva, ainda no modelo de infec¢do subcutanea,
observou-se desenvolvimento de lesdo em camundongos BALB/c (Samuelson et al., 1991). Mais
tarde, Donnelly et al. (1998) testaram a infec¢do de camundongos BALB/c com um indculo de
107 promastigotas de L. braziliensis na pata do animal. Os autores observaram o desenvolvimento
de lesdo nodular, mas ndo houve formacdo de uma tlcera. Em contraste, a mesma linhagem de

camundongos foi infectada com 10° promastigotas de L. major e apresentou uma lesdo que surgiu
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mais rapidamente e que se tornou ulcerada e necrotica no 21° dia apds a infecg¢do. Contudo, a
importancia deste trabalho estd na demonstragdo de que camundongos BALB/c infectados com
L. braziliensis apresentam baixos niveis de IL-4 e altos niveis de IFN-y, quando comparados com
camundongos infectados com L. major. O papel crucial do IFN-y no controle da infec¢do por L.
braziliensis foi demonstrado em outro trabalho através da deple¢do por anticorpo e em
camundongos deficientes desta citocina (Dekrey et al., 1998). Os autores demonstraram que a
produgdo de IFN-y ¢ fundamental para a eliminacdo do parasita e conseqiiente resisténcia a
infeccdo, pois a sua deple¢do acarreta em uma progressao rapida da doenga em camundongos. A
importancia do IFN-y na infec¢do por L. braziliensis também foi demonstrada através da infeccao
de camundongos deficientes desta citocina (De Souza-Neto et al., 2004). Neste trabalho, os
autores também sugeriram um controle mediado por IFN-y independente de 1L-12.

Anos mais tarde, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um novo modelo experimental para o
estudo da infec¢do por L. braziliensis (De Moura et al., 2005), baseado no modelo proposto por
Belkaid et al. (1998). Foi observado que a infec¢do de 10° L. braziliensis, na derme da orelha,
leva ao surgimento de uma lesdo ulcerada, com bordas elevadas e fundo necrotico, que cura
espontaneamente, cerca de 10 semanas apos o inicio da infeccdo. Os camundongos infectados
desta maneira apresentaram altos niveis de [FN-y, produzido tanto por células T CD4" quanto por
células T CD8", presentes no linfonodo de drenagem destes animais. Além disso, a quantidade de
IFN-y produzida pelas células T CD8" ndo diminuiu durante a infecgdo, mesmo apds o inicio do
processo de cura da lesdo, o que ndo foi observado pelos linfocitos T CD4". A presenca de IFN-y
neste modelo também foi associada com controle parasitario.

Mais recentemente, Rocha er al (2007) investigaram diversos aspectos no controle da
infeccdo por L. braziliensis em um estudo comparativo entre L. major e L. braziliensis, no
modelo murino de infec¢cdo subcutanea. Neste trabalho, os autores reafirmaram a importancia da
resposta do tipo Thl no controle da infec¢do por L. braziliensis, pois camundongos deficientes
em IL-12p35, IL-12p35/p40 bem como em STAT4 e em TNF-a apresentaram uma lesdo grave.
Ademais, os autores demonstraram que a produgdo de 6xido nitrico (NO) também ¢ fundamental
para o controle de L. braziliensis, como ja havia sido demonstrado anteriormente na infec¢ao
experimental por L. major (Liew et al., 1990).

Fundalmentamente, todos estes trabalhos foram importantes para demonstrar que o

controle de L. braziliensis ¢ associado a uma resposta Thl, mesmo em camundongos BALB/c,
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contudo ndo elucidaram o papel de subtipos especificos de linfocitos T CD4" ¢ CD8" na produgao

de citocinas e a sua fun¢do no controle da infeccdo experimental por L. braziliensis.

1.3 Caracteristicas gerais dos linfécitos T CD8"

Linfocitos T CD8" foram formalmente reconhecidos, fenotipica e funcionalmente, como
uma sub-populacdo de linfocitos T hd menos de 40 anos (Kisielow et al., 1975) e inimeros
trabalhos mostraram, ao longo dos anos, a sua importancia na resposta imune adaptativa. A sua
funcdo na resposta contra patogenos intracelulares, virus e tumores vai desde mecanismos
compartilhados por outras células do sistema imune adaptativo, como, por exemplo, producao de
citocinas e quimiocinas, até algumas mais especificas, como indu¢do de morte celular. De uma
maneira geral, linfocitos T CD8", que possuem receptores apropriados na sua superficie, precisam
reconhecer peptideos ligados ao MHC classe I na superficie de células apresentadoras de
antigeno, para exercer o seu papel.

Linfécitos T CD8" naive circulam preferencialmente por 6rgaos linfoides secundarios e
sao ativados ao encontrar células dendriticas (DC, do inglés dendritic cells) maduras,
expressando peptideos estranhos via MHC classe I e moléculas co-estimuladoras em um
ambiente pro-inflamatorio apropriado (Harty e Badovinac, 2002). Estes sdo considerados o
primeiro (complexo antigeno/MHC), segundo (moléculas co-estimuladoras) e o terceiro
(citocinas pré-inflamatérias) sinal (rev. em Haring et al., 2006), fundamentais para o
desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa eficiente.

Ap0s sua ativagdo, estes linfocitos respondem ao antigeno entrando em fase de expansdo
clonal pronunciada, gerando uma populagdo numerosa de células T antigeno-especificas. Como
células efetoras, os linfocitos T CD8" deixam os orgdos linfoides secundarios e percorrem os
tecidos para exercer suas fungdes imunologicas. A partir deste momento, os linfocitos T CD8”
tém vida curta, mas sdo capazes de contribuir para a eliminag¢do de patdgenos por mecanismos
efetores como a citolise dependente de perforina/granzima e pela producao de IFN-y e TNF-a
(Harty et al., 2000; Haring et al., 2006).

Uma das caracteristicas principais dos linfocitos T CD8", compartilhada por células NK
(do inglés, Natural Killer), ¢ a sua capacidade de induzir morte celular por citotoxicidade. Ambos
tipos celulares levam a morte de células-alvo por dois mecanismos principais: (a) ligagao do

receptor de morte (FAS ou CD95) na célula-alvo ao seu ligante (FASL), presente na superficie da
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célula efetora T CD8", que resulta na ativagdo classica de apoptose dependente de caspase
(Nagata e Golstein, 1995) e cuja funcdo principal é eliminar células linféides auto-reativas (Van
Parijs e Abbas, 1996); (b) liberagdo de granulos citoplasmaticos que contém perforina, uma
proteina capaz de romper a membrana celular, ¢ granzimas, que sdo uma familia de serino-
proteases com varias especificidades de substrato. Junto com as perforinas, as granzimas
terminam por induzir apoptose, também dependente de caspase, na célula-alvo (rev. em Smyth e
Trapani, 1995).

Camundongos deficientes em perforina sdo viaveis e apresentam nimeros normais de
linfocitos T CD8" e de células NK, mas sdo incapazes de induzir a lise de células infectadas por
LCMV (Kagi et al., 1994). Nestes animais, ndo ocorre a apoptose mediada por granulos,
demonstrando a relevancia da perforina neste processo. Por outro lado, as granzimas sao
separadas em diferentes grupos que mostram redundancia funcional, pois camundongos
deficientes em uma ou mesmo em muitas granzimas apresentam menor dificuldade para resolver
diferentes tipos de infeccdo quando comparados aos deficientes de perforina (rev. em Trapani e
Smyth, 2002). No caso da Granzima B, camundongos deficientes nesta molécula mostram apenas
um retardo na indugdo de apoptose (Heusel et al., 1994).

Linfécitos T CD8" também sdo fonte de quimiocinas. Um grande avango no estudo da
resposta imune frente a infecgdo pelo HIV foi a descoberta de que quimiocinas como CCL3,
CCL4 e CCLS, produzidas por estes linfocitos, inibem a entrada do HIV em linfocitos T CD4"
por meio do bloqueio da interagdao entre CCRS e o dominio V3 do envelope viral (Cocchi et al.,
1995; D'souza e Harden, 1996). Outro trabalho mostrou que a producdo de quimiocinas por
linfécitos T CD8" aumenta as respostas imune celular e humoral in vivo durante a fase efetora
(Kim et al., 1998). Ja foi demonstrado que CCL3 produzida por linfocitos T CD8" de memoria é
necessaria para a eliminagdo de Listeria monocytogenes no modelo murino (Narni-Mancinelli et
al., 2007). Neste trabalho os autores mostram que a CCL3 produzida por estes linfocitos induz a
secre¢ao rapida de TNF-a por mondcitos inflamatdrios que, por sua vez, promovem a liberagdo
de radicais intermedidrios de oxigénio, sendo este o mecanismo bactericida envolvido na
eliminagao de L. monocytogenes.

Um outro aspecto importante da resposta de linfocitos T CD8" ¢ a sua capacidade de
produzir citocinas pr6 e anti-inflamatorias em altas quantidades. Classicamente, além da sua

capacidade de induzir a lise de células infectadas, linfocitos T CD8" sdo definidos pela sua
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capacidade de produzir IFN-y (Klein, 1982). Alguns autores dividem os linfocitos T CD8" em
duas populagdes: classicamente, os Tcl produzem IFN-y e ndo produzem IL-4 ou IL-5, e os Tc2
secretam IL-4 e IL-5, mas ndo IFN-y, contudo, ambos os subtipos exibem capacidade citotoxica
(Mosmann et al., 1997). Mais recentemente, estudos mostram que linfocitos T CD8" de
camundongos sdo capazes de produzir IL-17 em resposta a IL-1 e IL-23 (Sutton et al., 2006). Da
mesma maneira, linfocitos T CD8" humanos produzem esta citocina apos estimulo com PMA ¢
ionomicina, um ionoforo de célcio (Shin et al., 1999).

ApoOs exercer 0s seus mecanismos efetores, existe um declinio da populagdo de células T
patdgeno-especificas em todos os orgdos, durante a chamada “fase de contragdo”, e esta ¢
independente do sucesso da eliminacdo do patdégeno. Harty e Badovinac (2008) discutem que esta
reducdo substancial no nimero de células antigeno-especificas (eliminacdo que pode chegar a
95%), permite uma resposta rapida contra o mesmo patdogeno, mas previne imunopatologia.
Nesse caso, a imunopatologia poderia ocorrer no caso da manuten¢do de uma quantidade grande
de células ativadas, até entdo incapazes de eliminar o patégeno. Portanto, o estudo da resposta
especifica contra patdogenos pelas células T CD8" ¢é importante também para podermos

compreender e desenvolver estratégias de vacinacao (Haring et al., 2006).

1.4 Linfocitos T CD8" na infec¢do por Leishmania

No inicio da década de 90, muitos trabalhos mostraram a importancia dos linfocitos T
CDS8" frente a infec¢ao por Trypanosoma cruzi, o agente causador da doenga de Chagas. Um dos
primeiros trabalhos relacionados ao tema mostrou que a deplegdo de linfocitos T CD8" in vivo,
pela administracdo de anticorpo anti-CD8, levou camundongos resistentes a suscetibilidade apds
infeccdo por 7. cruzi (Tarleton, 1990). Também neste periodo surgiram grupos de pesquisa
interessados em mostrar a importancia destes linfocitos na infec¢do por Leishmania.

Na infecgdo por L. major, inicialmente foi mostrado que as células T CD8" desempenham
um papel importante na protecdo contra a re-infeccdo, no modelo subcutaneo de infec¢ao por L.
major (Muller, 1992). Neste trabalho, a autora demonstrou que os linfocitos T CD8" produzem
altos niveis de IFN-y em camundongos re-infectados. A mesma autora demonstrou anos mais
tarde que linfocitos T CD8" de camundongos curados foram capazes de “transferir” a resposta de
DTH a recipientes (Muller et al., 1994) e foram capazes de apresentar atividade citotoxica (Da

Conceicao-Silva et al., 1994). Estes efeitos sugerem que a inducdo de resposta por linfocitos T
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CD8" ¢ importante no desenvolvimento de vacinas. De fato, a imunizagdo de camundongos
BALB/c com o fator de viruléncia de amastigotas A2, identificado em L. donovani, reduziu o
numero de parasitas no bago e figado apds desafio destes animais com L. donovani. Este efeito
foi associado com o aumento na produgdo de IFN-y por linfocitos T CD8" e com a sua
capacidade de induz lise de células pulsadas com este antigeno in vivo (Resende et al., 2008).

Na infeccdo experimental por L. amazonensis foi demonstrado que a produgdo de
perforina e IFN-y por linfocitos T CD8" é fundamental para a imunidade induzida por vacina
(Colmenares et al., 2003). Por outro lado, a vacinacdo de camundongos com um pool de
antigenos seguido de um desafio com L. amazonensis mostrou que a protecdo ¢ independente da
presenca de linfocitos T CD8" (Hernandez Sanabria et al., 2007). Ademais, os autores
observaram que a deple¢do de linfocitos T CD8" em camundongos vacinados resultou num
menor tamanho de lesdo e melhor integridade do tecido.

Além dos efeitos diretos de producao de IFN-y citados anteriormente, a deplecao de
linfocitos T CD8" ¢ capaz de alterar a resposta de linfocitos T CD4" em camundongos infectados
por L. major (Herath et al., 2003). Embora a auséncia de linfocitos T CD8" ndo interfira na
capacidade proliferativa de linfocitos T CD4", a porcentagem de células T CD4" produtoras de
IFN-y ¢ reduzida na auséncia de linfocitos T CDS8" e este efeito foi correlacionado com o aumento
na carga parasitaria nos animais.

Experimentos iniciais de infecgdo em camundongos deficientes de linfocitos T CD8", com
L. major pela via subcutdnea, mostraram cura espontdnea similar aquela observada em
camundongos selvagens, sugerindo que estas células ndo sdo importantes no controle da infecgao
primaria (Huber et al., 1998). O mesmo foi demonstrado em um outro estudo, no qual a infec¢ao
de camundongos deficientes em [3,-m por L. major ou L. mexicana, mostrou que a auséncia de
resposta induzida por linfocitos T CD8" nao alterou o curso da infecgdo (Overath e Harbecke,
1993). No entanto, o0 modelo de infeccdo intradérmica alterou este paradigma. A inoculagdo de
baixas doses de L. major na derme da orelha demonstrou a importancia dos linfocitos T CD8" no
controle parasitario utilizando animais deficientes em CDS8 ou em [3,-m, ou utilizando estratégias
de transferéncia adotiva (Belkaid et al., 2002). Nesse trabalho, os autores mostraram que a
formacao da lesdo coincidiu com a eliminagdo de parasitas no sitio de inoculacao e que os dois
eventos foram associados com o acumulo de linfocitos T CD8" produtores de IFN-y na pele.

Ademais, células T CD8’, obtidas de animais previamente infectados com L. major, foram
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capazes de transferir resisténcia parcial contra um desafio subseqiiente e essa prote¢do foi
associada a capacidade de produzir IFN-y, similar ao mostrado nos ensaios de re-infec¢ao
(Muller et al., 1994).

Um estudo comparativo entre inoculacado com alta (1 milhdo) ou com baixa (mil) dose
de L. major mostrou o efeito da dose sobre o desempenho dos linfocitos T CD8", na infecgao
com L. major. Assim, Uzonna et al. (2004) mostraram que a quantidade de parasitas ¢
fundamental para determinar a importancia dos linfocitos T CD8": somente apos a infecgdo com
uma baixa dose de L. major, os camundongos depletados de linfocitos T CD8" apresentaram
controle da infeccdo. Os autores mostraram também que a produ¢do de IFN-y por linfécitos T
CDS8" bloqueia o desenvolvimento de uma resposta Th2, uma vez que ocorreu um aumento na
producdo de IL-4 apds a deplecao destes linfocitos.

Apesar das controvérsias no papel dos linfocitos T CD8" em modelos de leishmaniose
cutanea, ¢ mais clara a necessidade de uma resposta eficaz destes linfécitos no controle da
leishmaniose visceral em modelos murinos (rev. em Stager et al., 2010). Linfocitos T CD8" sdo
essenciais para o controle da infeccdo primaria (Tsagozis ef al., 2003; 2005) e sdo protagonistas
na resisténcia a infecgdes secundarias (Stern et al., 1988).

Com relagdo ao papel dos linfocitos T CD8" na LT em humanos, a produgdo de IFN-y por
estes linfocitos foi associada com a cura de pacientes com LC (Da-Cruz et al., 1994). Estudos do
nosso laboratorio, utilizando in vitro priming com células de doadores normais estimuladas com
L. amazonensis, mostraram que os linfocitos T CD8" sdo os primeiros a expressarem marcadores
de ativacdo na sua superficie (Pompeu et al., 2001). Além disso, neste trabalho, observou-se
também que células T CD8" produzem mais IFN-y do que as células T CD4" apos estimulagdo in
vitro com L. amazonensis. Sabe-se também que células de pacientes com Leishmaniose
Mucocutdnea (LM), forma clinica na qual ocorre intensa destrui¢do tecidual devido a uma
resposta imune celular desbalanceada, apresentam atividade citotoxica, mediada por células NK e
T CD8" (Brodskyn et al., 1997). Mais recentemente, Faria e colaboradores (2009) demonstraram
que o recrutamento de linfocitos T CD8" expressando granzima A na lesdo de pacientes esta
associado a progressdo da doenca na leishmaniose cutanea. Neste sentido, ¢ possivel que os
linfocitos T CD8" modulem as respostas do tipo Thl no inicio da infec¢do humana, e,
posteriormente, contribuam consideravelmente para a patogénese da doenga.

Os dados da literatura no modelo murino com L. major, a espécie de leishmania mais
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profundamente estudada na infec¢do experimental, sugerem um efeito benéfico dos linfocitos T
CDS8" no controle da infecg¢do. A resposta em pacientes infectados por L. braziliensis nos leva a
questionar este papel pela associagdo da resposta citotoxica destes linfocitos com a gravidade da
doenga. Neste trabalho, iniciamos uma investigacdo da resposta dos linfocitos T CD8" na
infeccdo experimental por L. braziliensis com o intuito de compreender o seu papel direto na

infec¢cdo, bem como o seu efeito em outros subtipos celulares.
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2 JUSTIFICATIVA

O uso de modelos experimentais sempre foi uma ferramenta fundamental para conhecer os
mecanismos de patogénese e controle da leishmaniose. Pouco sabe-se sobre o papel dos linfocitos
T CD8" na infecgdo experimental por L. braziliensis ¢ os estudos em humanos sdo limitados.
Portanto, os achados decorrentes do presente trabalho tentam esclarecer e abrir perspectivas sobre

o papel desempenhado por estes linfocitos na infecgdo por L. braziliensis.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel dos linfocitos T CD8" no curso da infec¢do por Leishmania braziliensis,

em um modelo experimental de infecgao.

3.1 Objetivos especificos

" Avaliar o recrutamento para o sitio de infeccdo e a funcdo (presenca de

marcadores intracelulares) de linfocitos T CD8" em camundongos infectados com L.

braziliensis;

. Avaliar o efeito da auséncia de linfocitos T CD8" no curso da infec¢do por L.
braziliensis;

. Verificar o efeito dos linfocitos T CD8" apés a transferéncia adotiva para

camundongos deficientes em RAG.
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4 DESENHO EXPERIMENTAL

« OBJETIVO ESPECIFICO 1: Avaliar o recrutamento para o sitio de infeegio e a fungio (presenga
de marcadores intracelulares) de linfocitos T CD8* em camundongos infectados com L. braziliensis.

105 Lb
5 semanas

1y Recrutamento de linfocitos T CD4" e T CDE"
{orelha);

2} produgdo de: IFN-y, TNF-q. IL-10 e Granzima B
(LN e orelha);

+ OBJETIVO ESPECIFICO 2: Avaliar o efeito da deplecdo de linfocitos T CD8™ no curso da infecgio
por L. braziliensis.

105Lb 5 semanas

1) Carga parasitaria;
2)  histologia;

IDesenvolvimentoh

‘da lesao "1 3)  recrutamento de linfécitos T CD4*, mondcitos

inflamatorios e neutrofilos (orelha);
Anti-CD8 4y produgdo de: IFN-y, TNF-at ¢ IL-10 (LN ¢ orelha):

5)  re-estimulagdo im vitro com antigeno de Lb.

« OBJETIVO ESPECIFICO 3: Verificar o efeito dos linfocitos T CD8" transferidos em camundongos
deficientes de RAG.

Transferéncia 3x10° ¢células

 Tratamento anti-CD4 ou CD§ | . Eulaﬂasm
r T T =1
2 semanas 4 semanas 7 semanas
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5 MATERIAS E METODOS

5.1 Parasitas e antigenos

A cepa de L. braziliensis (MHOM/BR/01/BA788) utilizada neste estudo foi obtida de um
paciente com LTA e sua caracteriza¢dao foi feita por PCR (Castilho et al., 2003) e anticorpos
monoclonais (Mcmahon-Prat? ef al., 1982). A cepa L. braziliensis foi mantida em meio de cultura
Schneider (Sigma) suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado, 100 U/ml de

penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina e 20 mM Hepes (todos da Invitrogen).

5.2 Camundongos

Os camundongos BALB/c e C57BL/6 selvagens ¢ os camundongos deficientes em [3,-
microglobulina, CD8a, Perforina, IFN-y ¢ RAG, com 6 a 8 semanas de idade, foram adquiridos
no The Jackson Laboratory (Maine, USA) e mantidos em condigdes livre de patdgenos no
Biotério da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade da Pensilvania. Os experimentos
foram realizados utilizando métodos aprovados pelo Comité de Etica da Fundagdo Oswaldo Cruz

para Experimentagdo Animal.

5.3 Infeccao intradérmica

Os promastigotas metaciclicos enriquecidos por gradiente de densidade (Spath e Beverley,
2001), foram inoculados na derme da orelha esquerda dos camundongos utilizando-se agulhas de
29G e um volume de 10pl de solugdo salina estéril, contendo 10° parasitas. Nos experimentos
com camundongos deficientes em RAG, os animais foram infectados logo apds a transferéncia
dos linfocitos T CD4', T CD8" ou ambos. A evolugdo da lesdo foi monitorada com um

paquimetro digital, semanalmente (PGC Scientifics).

5.4 Preparacao dos tecidos para carga parasitaria e citometria de fluxo

Apos eutandsia, baco, linfonodo de drenagem (LN) e as orelhas infectada e ndo infectada
(quando indicado) foram coletados e mantidos em solugdo salina at¢ o momento do uso.
Linfonodos e bacos foram macerados em peneira plastica (cell strainer 40pm, BD Pharmingen) e
lavados por centrifugagdo. As lise das células vermelhas do bago foi feita utilizando-se solugao

ACK (Lonza). As orelhas foram inicialmente mergulhadas em etanol e lavadas em solugdo salina.
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Em seguida, os folhetos foram separados e cada um foi incubado em 5S00UL de meio RPMI
(Gibco) contendo 250ug/mL de Liberase TM (Roche) em placas de 24 pogos por 1 hora a
37°C/5% CO,. Por fim, as orelhas foram maceradas em peneira plastica, como descrito acima.
Aliquotas de cada suspensdo celular foram coletadas antes da lavagem por centrifugacdo para a

quantifica¢@o parasitaria nos tecidos.

5.5 Determinacio da carga parasitaria

Para estimar o numero de parasitas nos tecidos, as suspensoes celulares foram diluidas
(1:10) em meio Schneider (Gibco) suplementado como descrito anteriormente. Foram realizadas
dilui¢des (quadruplicatas) seriadas em placas de 96 pocos e as mesmas foram incubadas a 26°C.
O numero de parasitas foi calculado a partir da méxima diluicdo onde foram encontrados

parasitas vidveis, apds 7 dias de cultivo. O limite de detec¢@o desta técnica ¢ de 5x10° parasitas.

5.6 Citometria de fluxo

5.6.1 Linfocitos

Para determinar a populagdo celular e funcdo das mesmas durante a infec¢do, os animais
foram eutanasiados e os diferentes tecidos (orelhas ou linfonodos) foram coletados, macerados e
lavados como descrito anteriormente. A preparagdo celular resultante (2x10%pogo) foi
ressuspendida em RPMI suplementado (10% de soro bovino fetal inativado, 100 U/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina e 20 mM Hepes) e foi estimulada em placas de 24 pogos
com PMA (50ng/mL, SIGMA) e ionomicina (500ng/mL, SIGMA) por 4 horas, na presenca de
Brefeldina A (10pg/mL, SIGMA) para induzir o acimulo dos marcadores intracelulares. A
suspensao celular foi usada para marcacao de moléculas de superficie, utilizando-se o kit Fixable
Aqua Dead Cell Stain (Invitrogen), para exclusao das células mortas da analise, € os anticorpos
anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8[, (todos da eBioscience). Para avaliar os marcadores
intracelulares, as células foram fixadas com paraformaldeido a 2% e, em seguida, foram
permeabilizadas com 0,2% de saponina (SIGMA) e incubadas com os anticorpos anti-IL-10, anti-
IFN-y, anti-TNF-a e anti-IL-17 (todos da eBioscience) e anti-Granzima B (Invitrogen). O volume
total de cada um dos tubos foi adquirido usando o FACS-Canto (BD Biosciences) e as analises
foram feitas no programa FlowJo (Tree Star). Para todas as amostras, as populagdes positivas

foram estabelecidas usando uma combinagdao de marcagdes para isotipos € os controles de
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fluorescéncia-menos-um, FMO.

5.6.1 Mondcitos e neutrofilos

Para determinar a populagdo de células inflamatorias no sitio de infec¢do, os animais
foram eutanasiados e as orelhas foram coletadas, maceradas e lavadas como descrito
anteriormente. A suspensdo celular foi usada para marcagdo de moléculas de superficie,
utilizando-se o kit Fixable Aqua Dead Cell Stain (Invitrogen), para exclusdo das células mortas
da andlise, e os anticorpos anti-CDI11b, anti-CDIllc, anti-Ly6C e anti-Ly6G (todos da
eBioscience). Para todas as amostras, as populagdes positivas foram estabelecidas usando uma

combinac¢do de marcagdes para isotipos € os controles de FMO.

5.7 Analise histologica

Em diferentes tempos apds a infec¢do, os animais foram eutanasiados e as orelhas
infectadas ou ndo infectadas foram removidas e fixadas em formaldeido 10%. Em seguida, os
tecidos foram processados e emblocados em parafina. Secgdes de 5 um de espessura foram
colocadas em laminas de vidro e coradas pela hematoxilina e eosina para posterior avaliagdo em

microscopio Optico. A analise histologica foi realizada nas objetivas de 4, 20 e 40X.

5.8 Purificacio e transferéncia de linfécitos T CD8 e T CD4"

O baco dos camundongos C57BL/6 ndo infectados, imunes (infectados ha mais de 10
semanas) ou deficientes em perforina ou em IFN-y foram coletados, macerados e lavados como
descrito acima. A suspensdo celular resultante foi passada em colunas magnéticas (Miltenyi
Biotec) para a obtengdo dos linfocitos T CD8" por meio de selegdo negativa, seguindo-se as
instru¢des dos fornecedores. O mesmo procedimento foi utilizado para separacdo de linfocitos T
CD4". A pureza da populagdo celular resultante foi determinada por citometria de fluxo e foi
superior a 90% em todos os experimentos realizados. Os animais receberam 3x10° linfocitos T
CD4", T CD8" ou ambos por via endovenosa (retro-orbital). Os animais foram infectados logo

apos a transferéncia dos linfocitos T CD4", T CD8" ou ambos, como descrito anteriormente.
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5.9 Deplegao de linfocitos T CD8 e T CD4"

Para a deple¢do de células T, os camundongos foram injetados por via intraperitoneal com
250pg de anticorpo monoclonal anti-CD8a (53.6.72), anti-CD4 (GK1.5) ou com o isotipo
controle (todos da BioXCell), um dia antes da infec¢do e duas vezes por semana até o término do
experimento. Os animais deficientes em RAG, que receberam linfocitos T CD8" ou linfocitos T
CD4" também foram tratados por 2 semanas com o0s anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-
CDS8a, respectivamente. A deple¢do dos linfocitos nos animais tratados e nos controles foi
determinada por andlise das células do sangue por citometria de fluxo, quatro (Figura 8) ou cinco

semanas apos a transferéncia (Figura 15).

5.10 Proliferacio e producio de citocinas apos re-estimulacgio in vitro

O bago de animais infectados foi coletado apods eutanasia e a suspensdo celular foi
preparada conforme descrito anteriormente. As células foram mantidas em meio RPMI, na
auséncia de soro, e foram incubadas com 5uM de CFSE (Invitrogen) por 10 minutos a
temperatura ambiente. A reacao foi interrompida pela adi¢do de soro e a mistura foi lavada por
centrifugacdo. Em seguida, as células foram plaqueadas em placas de 96 pogos (2x10° por pogo),
com fundo em “U”, na presenca de antigeno bruto de L. braziliensis ou na presenga de anti-
CD3/anti-CD28 (ambos a 1pg/mL, eBioscience), como controle positivo. Parte das células foi
mantida em meio de cultura, como controle de produ¢do basal. Apds 3 dias de cultivo em estufa
de CO, 5% a 37°C, a cultura celular foi estimulada por 4 horas com 50ng/mL de PMA, 500ng/mL
de ionomicina e 10pg/mL de Brefeldina A para aumentar o actimulo dos marcadores
intracelulares. Por fim, as células foram coletadas e marcadas para citometria de fluxo conforme

descrito anteriormente.

5.11 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados quanto as diferengas estatisticas utilizando
diferentes testes: para multiplas comparagdes foi utilizado Kruskal-Wallis e para comparagdes
entre dois grupos foi realizado Teste t de Student com intervalo de confianca de 95% sendo os
valores considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05. O curso da doenca em
animais depletados de linfocitos T CD8" em comparagdo aos tratados com isotipo controle foi

adicionado individualmente e a area sob a curva foi calculada usando o Prism (Graph Pad
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Software). O significado dos resultados foi calculado usando o teste Mann Whitney.
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6 RESULTADOS

6.1 Resposta imune celular no sitio de inoculaciao da L. braziliensis.

O primeiro passo deste trabalho foi avaliar o recrutamento e a resposta de linfécitos T
CDS8" e T CD4" para o sitio de infecgdo, apos inoculagdo intradérmica de L. braziliensis. Para
tanto, camundongos BALB/c foram infectados com L. braziliensis e eutanasiados apds 5
semanas. A Figura 1A mostra que existe uma pequena porcentagem de linfocitos T CD8" na
orelha de camundongos BALB/c naive e que esta porcentagem aumenta em torno de sete vezes
apos cinco semanas de infe¢do por L. braziliensis. Por outro lado, existe uma populagdo residente
de linfocitos T CD4" na orelha de animais naive ¢ a porcentagem destes linfocitos aumenta em
torno de 2,5 vezes apoOs cinco semanas de infec¢do por L. braziliensis. Embora a magnitude do
aumento seja menor para linfocitos T CD4", em relagdo aos T CD8", estes estio em maior
numero no tecido.

Ao avaliar a produgdo das citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10, observamos um aumento na
porcentagem de linfocitos T CD4" produtores destas citocinas apos infec¢do (Figura 1B). Por
outro lado, a porcentagem de linfocitos T CD8" produtora de IFN-y ndo aumentou apos a
infeccdo enquanto que a porcentagem de células produtoras de IL-10 diminuiu (Figura 1C). No
entanto, estes linfocitos apresentam um aumento discreto na producdo de TNF-a, apds a

infec¢do, e um importante aumento na produ¢ao de Granzima B.
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Figura 1- A infecciio por L. braziliensis induz o recrutamento de linfécitos T CD8" para o
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sitio de infec¢do e a producido de Granzima B. Camundongos BALB/c infectados com L.
braziliensis foram eutanasiados cinco semanas apo6s a infec¢ao e o recrutamento (A) e a produgao
de citocinas e de Granzima B por linfécitos T CD4" (B) e T CD8" (C), presentes na lesdo, foram
avaliados por citometria de fluxo. Os gates foram feitos em células vivas, singlets ¢ CD3". Os
valores mostrados correspondem a média + desvio padrdo da porcentagem de células positivas
para os marcadores e sdo referentes a dois experimentos, realizados com 3 camundongos cada

um.
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6.2 Resposta imune celular no linfonodo de drenagem da orelha em camundongos
infectados por L. braziliensis.

Ao analisarmos a resposta no linfonodo, também cinco semanas ap6s infec¢do, podemos
observar que a porcentagem de células T CD4" produtoras de IFN-y, TNF-a e IL-10 aumentou
(Figura 2A). Por outro lado, somente a porcentagem de linfocitos T CD8" produtores de IFN-y e
de TNF-a aumentou. A populagdo de células produtoras de IL-10 ndo foi alterada apos a infec¢ao
e ndo observamos linfocitos T CDS8", produtores de Granzima B, no linfonodo, apds a infecgdo
por L. braziliensis (Figura 2B). Portanto, os resultados mostram que na infec¢ao experimental por
L. braziliensis , ocorre um recrutamento de linfocitos T CD8" produtores de IFN-y para a orelha
mas a maior quantidade de células produtoras desta citocina encontra-se no linfonodo. Por outro

lado, os linfocitos produtores de Granzima B s6 foram detectados no sitio de infeccao.
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Figura 2 — Na infeccdo por L. braziliensis, linfécitos T CD8" no linfonodo de drenagem
produzem IFN-y mas nio produzem Granzima B Camundongos BALB/c infectados com L.
braziliensis foram eutanasiados cinco semanas ap6s a infec¢do e a producdo de citocinas e de
Granzima B por linfocitos T CD4" (A) e T CD8" (B), no linfonodo de drenagem, foi avaliada por
citometria de fluxo. Os gates foram feitos em células vivas, singlets e CD3". Os valores
mostrados correspondem a média + desvio padrdo da porcentagem de células positivas para os

marcadores e sao referentes a dois experimentos, realizados com 3 camundongos cada um.
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6.3 Infeccio por L. braziliensis, desenvolvimento de lesdo e avaliacdo da carga parasitaria
na auséncia de linfécitos T CD8"

Com o intuito de determinar o efeito da auséncia de linfocitos T CD8" na infec¢do
experimental por L. braziliensis, camundongos BALB/c e C57BL/6 foram tratados com anti-CD8
um dia antes da infec¢do e, subseqlientemene, duas vezes por semana até o fim do experimento.
Na figura 3A, podemos observar que os animais infectados com L. braziliensis e tratados com
anticorpo isotipo controle desenvolveram uma lesdo que curou espontaneamente, conforme
descrito previamente (De Moura et al., 2005). Surpreendentemente, camundongos BALB/c
tratados com anti-CD8 controlaram o desenvolvimento da lesdo (Figura 3A). Além disso, em
camundongos C57BL/6, a auséncia de linfocitos T CD8" também permitiu um maior controle da
infeccao (Figura 3B), embora este efeito tenha sido menos proeminente quando comparado aos
animais BALB/c. A reducao significativa foi observada quando calculamos a area sob a curva,
que representa o tempo de doenca (graficos no canto inferior direito nas Figuras 3A e 3B).

Para confirmar estes resultados, utilizamos camundongos deficientes em CD8 ou [3.-
microglobulina (B.m), polipeptideo que faz parte da formagdo do MHC classe I, fundamental
para o desenvolvimento de linfocitos T citotoxicos maduros. Em animais CD8" (Figura 3C) ou
B.m™ (Figura 3D), a lesdo foi menor em comparagdo aos camundongos selvagens. Portanto, na
auséncia de linfocitos T CD8" existe um maior controle da infec¢@o por L. braziliensis.

Ao avaliarmos a carga parasitaria nos camundongos BALB/c apods cinco semanas de
infeccdo, observamos que existe uma diminui¢ao na quantidade de parasitas na lesdo dos animais
tratados com anti-CD8 em relagdo ao grupo controle (Figura 3E), embora este efeito ndo seja
significante (n=3). Na figura 3F, podemos ver que existe uma reducdo significativa de parasitas
na lesdo dos animais B,m” em relagdo aos camundongos selvagens (n=6). Sendo assim, podemos
concluir que a auséncia de linfocitos T CD8" ¢ benéfica para camundongos infectados por L.
braziliensis, tanto em animais BALB/c quanto em animais C57BL/6, levando nao s6 ao controle

do desenvolvimento da lesao, bem como a uma redugdo na carga parasitaria no sitio de infecgao.
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Figura 3 — A auséncia de linfocitos T CD8" reduz a lesdo e carga parasitaria apos a infeccio
por L. braziliensis. Camundongos BALB/c (A) e C57BL/6 (B) foram infectados com L.
braziliensis e depletados de linfocitos CD8. Animais deficientes em CD8a (C) ou em [3m (D)
foram infectados e, em todos os grupos, a lesdo foi monitorada semanalmente. Os dados
mostrados representam a média * erro padrdo e sdo referentes a pelo menos dois experimentos,
realizados com 5 camundongos por grupo. Os graficos em barra no canto inferior direito em A e
B representam o desenvolvimento da doenga. As cargas parasitarias para camundongos BALB/c
tratados com anti-CD8 (n=3) (E) e para camundongos C57BL/6 [B,m” (n=6) (F) foram
determinadas por dilui¢ao limitante. *p<0,05. Os dados mostrados representam a média e o erro

padrdo e sdo referentes a 3 experimentos.

35



6.4 Infecgao por L. braziliensis e resposta imune celular na auséncia de linfécitos T CD8"

O nosso proximo passo foi avaliar a produc¢do de citocinas por linfocitos T CD4" na
auséncia de linfocitos T CD8". Assim, animais foram tratados com anti-CD8 ou com o isotopo
controle, como descrito anteriormente. Cinco semanas apods a infec¢do, os animais foram
eutanasiados e a produ¢do de citocinas foi determinada por citometria de fluxo. Na figura 4A
observamos que ndo houve recrutamento de linfocitos T CD8" para o sitio de infeccdo nos
animais tratados com anti-CDS. Outro dado importante nesta mesma figura ¢ a demonstracao de
que ndo existe altera¢ao no recrutamento de linfocitos T CD4" para o sitio de infec¢do, mesmo na
auséncia de linfocitos T CD8". Da mesma maneira, a figura 4B nos mostra que, nos linfocitos T
CD4", a porcentagem de células produtoras de citocinas (IFN-y, TNF-a e IL-10) ndo se altera na
auséncia de linfocitos T CD8", no sitio da infec¢do. O mesmo ¢é observado no linfonodo (Figura
4C), ou seja, a auséncia de linfocitos T CD8" ndo tem qualquer efeito sobre a porcentagem de
células T CD4" produtoras de IFN-y, TNF-a e IL-10, na infec¢ao por L. braziliensis. Portanto,
estes resultados sugerem que o efeito da diminuicdo da lesdo observado em camundongos

BALB/c depletados de linfocitos T CD8" ndo ¢ devido ao aumento da resposta Thl.
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Camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis foram depletados de linfocitos T CD8" e
foram eutanasiados cinco semanas ap6s a infec¢do. O recrutamento (A) e a produgdo de citocinas
por linfocitos T CD4" na orelha (B) e no linfonodo de drenagem (C) foi avaliada por citometria
de fluxo. Os gates foram feitos em células vivas, singlets ¢ CD3". Os valores mostrados
correspondem a média + desvio padrao da porcentagem de células positivas para os marcadores e

sao referentes a dois experimentos, realizados com 3 camundongos cada um.

6.5 Resposta celular especifica na auséncia de linfocitos T CDS8".
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Com intuito de confirmar os efeitos ex vivo observados na resposta de animais depletados
de linfocitos T CD8" (Fig. 5), obtivemos esplendcitos de animais naive, de animais tratados com
isotipo controle ou de animais tratados com anti-CDS8. As células foram co-cultivadas com
antigeno bruto de L. braziliensis e, em seguida, avaliamos tanto a proliferacao celular quanto a
produgdo de IFN-y. Na Figura 5 podemos observar que existe um aumento na porcentagem de
células produtoras de IFN-y nos animais infectados em relagdo aos camundongos naive, tanto
ap6s a co-cultura com antigeno quanto apos a estimulacdao inespecifica com anti-CD3 e anti-
CD28. No entanto, como observado nos experimentos ex vivo, ndo houve efeito significante
sobre a porcentagem de células produtoras de IFN-y por linfocitos T CD4", apds a deplecdo de

CDS8 ou ap0s o tratamento com o anticorpo isotipo.
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Figura 5 — A auséncia de linfocitos T CD8" nio altera a producio de IFN-y por linfocitos
T CD4" apés a infec¢do por L. braziliensis. Camundongos BALB/c infectados com L.
braziliensis ¢ depletados ou ndo de linfocitos T CD8" foram eutanasiados cinco semanas apos a
infeccdo. Os esplenoticos foram marcados com CFSE e co-cultivados com antigeno bruto de L.
braziliensis ou estimulados com anti-CD3-anti-CD28. Em seguida, a proliferacao e a producgdo de
IFN-y por linfocitos T CD4" foi avaliada por citometria de fluxo. Os gates foram feitos em
células vivas, singlets e CD3". Os valores mostrados correspondem a média * desvio padrdo da
porcentagem de células positivas para os marcadores e sdo referentes a dois experimentos

realizados com 3 camundongos cada um.
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6.6 Histologia da lesdo, na auséncia de linfocitos T CD8"

Apoés cinco semanas de infec¢do, camundongos BALB/c controles ou depletados de
linfocitos T CD8" foram eutanasiados e as orelhas infectadas foram fixadas em formol a 10% e
emblocados em parafina. Em seguida, avaliamos os cortes histologicos corados com H&E por
microscopia oOtica. Na figura 7A podemos observar o espessamento da orelha dos animais
infectados com L. braziliensis e tratados com isotipo controle apds cinco semanas. Conforme
observado durante o curso da doenca (Figura 3A), a espessura da orelha dos animais depletados
de linfocitos T CDS8" (Figura 6B) ¢ menor em relagdo aos camundongos tratados com isotipo
controle (Figura 6A).

Em maior aumento (20X) podemos ver um denso infiltrado inflamatério em ambos os
grupos (depletados ou ndo de linfocitos T CD8") (Figuras 6C e 6D), assim como sinais de
regeneragdo do tecido. Nos animais controle, o infilltrado inflamatoério ¢ predominantemente
mononuclear, mas também sdo observados neutrofilos e eosinofilos (Figuras 6C e 6E). Por outro
lado, nos animais depletados de linfocitos T CD8", a presenca de polimorfonucleares predomina
no sitio de infeccao e parasitas viaveis sao escassos (Figuras 6D e 6F).

Os dados histologicos sugerem que existe recrutamento de neutréfilos e eosinofilos para o
sitio de infeccdo apds a infeccdo por L. braziliensis, contudo, este ¢ mais intenso nos animais

depletados de linfocitos T CDS8".
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Figura 6 — Neutrofilos sdo recrutados para o sitio de infeccio em maior proporcio em
camundongos depletados de linfocitos T CD8". Camundongos BALB/c naive ou infectados
com L. braziliensis, depletados ou nao de linfocitos T CDS8", foram eutanasiados cinco semanas
apos a infeccdo. Secgdes dos tecidos foram obtidas e coradas com hematoxilina e eosina e

analisadas por microscopia optica.
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6.7 Recrutamento de células inflamatorias para o sitio de infeccao.

Com o intuito de confirmar o aumento no recrutamento de neutréfilos para o sitio de
infecgdo, apos a deplecao de linfocitos T CD8" (Figura 6F), avaliamos ex vivo, por citometria de
fluxo, a porcentagem de células CD11b'Ly6G'Ly6C na orelha (Figura 7A). Apds duas semanas
de infeccdo por L. braziliensis, observamos um aumento na porcentagem de neutréfilos na orelha
ao compararmos camundongos naive e infectados (Figura 7A). Como observado anteriormente
nos cortes histologicos, os neutrofilos estdo presentes em maior porcentagem na deplecdo de
linfocitos T CD8" quando comparados aos animais infectados tratados com isotipo controle.

Jé foi demonstrado em infec¢do experimental por L. major que existe um recrutamento de
monocitos inflamatorios (CD11b"Ly6C"™), os quais se diferenciam em células dendriticas
(CD11b"'Ly6C" CD11c") no sitio de infecgdo (Leon et al., 2007). Sendo assim, avaliamos se, na
auséncia de linfocitos T CD8", ocorrem altera¢des no recrutamento de células inflamatérias para
o sitio de infec¢do (Figura 7B). Para tal, os animais foram eutanasiados apds duas semanas e o
recrutamento de diferentes populagdes de células foi avaliada ex vivo por citometria de fluxo.
Podemos observar que ocorre um recrutamento de mondcitos inflamatorios (CD11¢Ly6C™)
similar em camundongos isotipo e depletados (Figura 7B). Da mesma maneira, a porcentagem de
células dendriticas derivadas de mondcitos (Ly6C"CD11c¢c") também aumentou em animais
infectados em relacdo aos camundongos naive. No entanto, ndo observamos alteragdo nas
porcentagens destas populacdes em animais tratados com isotipo ou depletados de linfécitos T
CDS8" (Figura 7B).

Portanto, ¢ possivel concluir que o fendtipo de diminui¢do de lesdo, na auséncia de
linfécitos T CD8", pode ser correlacionado com aumento do recrutamento de neutr6filos para o
sitio de infec¢do. Além disso, este efeito ndo ¢ decorrente de uma aumento ou diminui¢do no

recrutamento e diferenciacao de populacdes de células dendriticas inflamatorias.
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Figura 7 — Na infeccdo por L. braziliensis, a auséncia de linfécitos T CD8" induz aumento no

recrutamento de neutréfilos para o sitio de infec¢do. Camundongos BALB/c naive ou

infectados com L. braziliensis, depletados ou ndo de linfocitos T CD8", foram eutanasiados duas

semanas apo6s a infec¢do. O recrutamento de neutrdfilos (A), de mondcitos inflamatorios (CD11c¢”

Ly6C") e de DCs derivadas de mondcitos (Ly6C"CD11c") (B) para o sitio de infecgdo foi

avaliado por citometria de fluxo. Os gates foram feitos em células vivas, singlets ¢ CD11b". Os

valores mostrados correspondem a média + desvio padrdo da procentagem de células positivas

para os marcadores e sdo referentes a dois experimentos, realizados com 3 camundongos cada

um.
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6.8 Efeito da transferéncia de linfocitos T no desenvolvimento da lesio em camundongos
RAG™.

Camundongos deficientes de RAG apresentam falha no desenvolvimento de linfocitos T e
B maduros e sdo amplamente usados para estudar a funcdo destas células em diferentes modelos.
Sendo assim, utilizamos a estratégia de transferéncia adotiva para amplificar o papel dos
linfocitos T CD8" na infecgdo experimental por L. braziliensis. Para tanto, linfocitos T CD8" ou T
CD4" de camundongos naive ou imunes, infectados ha mais de 10 semanas, foram purificados e
transferidos para camundongos deficientes em RAG. Como mostrado na Fig. 8, confirmamos
que a transferéncia de linfocitos T CD4" e/ou T CD8’, de animais naive ou imunes ¢ capaz de

restaurar a respectivas populagdes em animais deficientes em RAG.
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Figura 8 — Transferéncia de linfécitos T CD8* ou T CD4" para camundongos RAG™. As
células T CD4" ¢ T CD8" de camundongos naive ou imune (infectados ha mais de 10 semanas)
foram purificadas por selecdo magnética e foram transferidas para camundongos RAG”. Em
seguida, os camundongos RAG™ ou selvagens foram infectados com L. braziliensis e foram
tratados com anti-CD4 (para os transferidos com T CD8") ou com anti-CD8 (para os transferidos
com T CD4"), por duas semanas. Quatro semanas apos a infecgdo, a pureza das populagdes
presentes nos animais foi determinada por citometria. Os dot plots mostrados sdo representativos

de experimentos realizados com cinco camundongos por grupo.

A transferéncia adotiva foi realizada como descrito acima e os animais recipientes foram,
em seguida, infectados na derme da orelha com 10° L. braziliensis € o desenvolvimento da lesdo
foi monitorado semanalmente. Na Figura 9A ¢ possivel observar que camundongos RAG™
infectados com L. braziliensis ndo desenvolveram lesdo. Camundongos C57BL/6 selvagens (WT)

desenvolveram uma lesdo discreta, como observado anteriormente (Figura 3). No entanto,
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camundongos RAG™ que receberam linfocitos T CD8" provenientes de camundongos naive
apresentam uma lesdo que aumentou progressivamente (Figura 9A). Por outro lado, os
camundongos recipientes de linfocitos T CDS8" provenientes de camundongos imunes,
apresentaram um retardo no aparecimento da lesdo (Figura 9A). Em paralelo, os animais que
receberam somente linfocitos T CD4" ou linfocitos T CD4"/T CD8" (obtidos de camundongos
naive) apresentaram perfil semelhante de desenvolvimento da lesdo, sendo este similar ao

observado em camundongos C57BL/6 WT (Figura 9B).
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Figura 9 — A transferéncia de linfécitos T CD8" induz patologia em camundongos RAG™
infectados por L. braziliensis. As células T CD4" ¢ T CD8" foram obtidas de camundongos
naive ou imune e foram transferidas por via endovenosa para os camundongos RAG™,
posteriormente infectados com L. braziliensis. O desenvolvimento da lesdo nos camundongos
recipientes de linfocitos T CD8" naive ou imune (A) ou T CD8" /T CD4" naive ou T CD4"
somente (B) foi monitorado semanalmente. Os dados de lesdao mostrados representam a média *

erro padrao e sdo referentes dois experimentos, realizados com 5 camundongos por grupo.
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Na Figura 10, podemos ver que os animais que receberam linfocitos T CD8" de animais
naive apresentaram intensa destruicdo tecidual, o que ndo foi observado nos recipientes de
linfocitos T CD8" de animais imunes, seis semanas apos a infec¢do. Também de acordo com os
dados de espessura da orelha mostrados anteriormente (Figura 9B), a transferéncia de células T
CD4" ou de células T CD4"/CD8" ndo levou ao desenvolvimento de lesdao (Figura 9B) ou a
destruicdo tecidual (Figura 10). Ainda na Figura 10, podemos observar a variagdo dentro do
grupo que recebeu linfocitos T CD8" de camundongos imunes. Outro ponto importante a ser
relatado refere-se ao aparecimento de lesdes na orelha contra-lateral destes animais. Somente nos
grupos recipiente de linfocitos T CD8" observou-se este fendmeno (resultados ndo mostrados).

Com estes dados, podemos concluir que linfocitos T CD8" estdo envolvidos no
desenvolvimento da lesdo e patogénese em camundongos RAG™ infectados por L. braziliensis.

Além disso, os dados nos mostram que este efeito é revertido pela presenga de linfocitos T CD4".

) RAG B RAG
RAG" o Bl [CD4+CD8
RAG [CD8 naive] [CD8imune] [CD4 naive] naive]

Figura 10 — Patologia induzida por linfocitos T CD8" apods a transferéncia para

camundongos RAG™ infectados por L. braziliensis. As células T CD4" ¢ T CD8" foram obtidas
de camundongos naive ou imune e foram transferidas por via endovenosa para os camundongos
RAG™", subsequentemente infectados com L. braziliensis. As fotos foram tiradas apds seis

semanas de infec¢do e sdo representativas de um grupo composto por cinco animais.
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6.8 Histologia da ledo dos camundongos deficientes em RAG transferidos com linfocitos T.

Apds sete semanas de infecgdo, camundongos RAG™ que receberam linfocitos ou animais
controle foram eutanasiados e as orelhas infectadas foram fixadas em formol a 10% e
emblocados em parafina. Em seguida, avaliamos os cortes histologicos corados com H&E por
microscopia otica.

Conforme mencionado anteriormente, a infec¢do por L. braziliensis ndo induz
desenvolvimento de lesdo em camundongos deficientes em RAG (Figura 9A, Figura 10),
contudo, estes camundongos apresentam parasitas no sitio de infeccdo (Figura 11B). Podemos
observar a espessura da orelha dos camundongos RAG™ ap6s infecgdo por L. braziliensis (Figura
11A) e a presenca de um infiltrado misto de células mononucleares e polimorfonucleares (Figura
11B). Em paralelo, observamos o efeito resultante da transferéncia de linfocitos T CD8" (Figura
11C): um intenso infiltrado inflamatério e formagao de crosta na superficie da orelha (Figura
11D), o que estd de acordo com a observagdo de que estes animais apresentam intensa ulceragdo
da orelha (Figura 10). Os animais infectados que receberam linfocitos T CD8"/TCD4" nao t€m
lesdo aparente e os parasitas sao escassos (Figura 11E e 11F).

Como esperado, os resultados de histologia sugerem que o infiltrado inflamatorio ¢ maior
nos camundongos recipientes de linfocitos T CD8" e que estes apresentam grande quantidade de
parasitas no sitio de infec¢do, o que também observa-se nos animais deficientes em RAG. Por
outro lado, apos a transferéncia de linfocitos T CD8/TCD4", os parasitas sdo escassos apos sete

semanas de infec¢do e o tecido parece completamente recuperado.
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Figura 11 — Recrutamento celular em camundongos deficientes em RAG que receberam
linfocitos T. As células T CD4" e T CD8" foram obtidas de camundongos naive ou imune ¢
foram transferidas por via endovenosa para os camundongos RAG™, subsequentemente
infectados com L. braziliensis. Secgdes dos tecidos foram obtidas sete semanas apds a infec¢do e

coradas com hematoxilina e eosina e analisadas por microscopia Optica.
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6.9 Determinagio da carga parasitiria de camundongos RAG™ infectados por L.
braziliensis apos transferéncia de linfécitos.

Sete semanas apds a infeccdo, os camundongos que receberam linfocitos foram
eutanasiados para a avaliagao da carga parasitaria na orelha ¢ no bago. Em todos os grupos a
carga parasitaria foi realizada em trés animais. Nos graficos onde temos o niimero de parasitas de
apenas um animal, outros dois animais foram avaliados, contudo o nimero de parasitas foi menor
que o limite de detecgdo do teste ou o seu valor € negativo.

Na orelha infectada, encontramos uma grande quantidade de parasitas nos camundongos
RAG™ (Figura 12A), embora estes animais ndo tenham qualquer sinal de lesdo (Figura 10, Figura
11A). Nio observamos diferengas importantes quando comparamos animais RAG™ ou que
receberam linfocitos T CD8", sejam estes provenientes de animais naive ou imunes. No entanto,
houve uma redugdo significante na quantidade de parasitas nos animais que receberam linfocitos
T CD4" naive somente e naqueles que receberam linfocitos T CD4°/CD8" em conjunto (Figura
12A). Além disso, ndo foi possivel detectar parasitas em um animal de cada um dos grupos
citados (T CD4" naive ¢ T CD4"/CD8" naive).

Conforme mencionado anteriormente, camundongos RAG™ que receberam linfocitos T
CD8" naive ou imunes apresentaram lesdo na orelha contra-lateral similar aquela observada na
orelha infectada. Sendo assim, também determinamos a quantidade de parasitas neste local bem
como no baco para observar se houve metastase de parasitas para outros tecidos. Para nossa
surpresa, nos animais que receberam linfocitos T CD8" (naive ou imunes), encontramos parasitas
tanto na orelha (Figura 12B) quanto no bago (Figura 12C), embora os parasitas ndo tenham sido
encontrados em todos os animais. Contudo, apds 12 semanas de infec¢do, uma média de 10°
parasitas foi encontrada na orelha ndo infectada e no bagco de todos os camundongos que
receberam linfocitos T CD8" (dados ndo mostrados).

Sendo assim, estes dados mostram que os linfocitos T CD8" levam ao desenvolvimento da
lesdo apds a infecgdo por L. braziliensis e, supreendemente, contribuem para a disseminacao de
parasitas em camundongos RAG™. Além disso, podemos afirmar que linfocitos T CD4" sozinhos
sao capazes de controlar a infec¢do por L. braziliensis neste modelo, e parecem ser responsaveis
por neutralizar os efeitos patologicos desenvolvidos pelos linfocitos T CD8" em camundongos

RAG™.
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Figura 12 — A transferéncia de linfocitos T CD8" nao controla a carga parasitaria em
camundongos RAG™ e contribui para a metastase de parasitas. As células T CD4" ¢ T CD8"
foram obtidas de camundongos naive ou imune e foram transferidas por via endovenosa para os
camundongos RAG™, subsequentemente infectados com L. braziliensis. Apds sete semanas de
infec¢do, os animais foram eutanasiados e a carga parasitdria foi determinada por dilui¢do
limitante. Os dados mostrados representam a média e sdo referentes a dois experimentos

realizados com 3 camundongos por grupo. *p<0,05.
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6.10 Avaliacio de marcadores intracelulares em linfocitos T CD8" em camundongos
RAG™, apos a transferéncia de linfécitos.

Sete semanas ap0s a infec¢do, os camundongos RAG™ que receberam linfocitos T foram
eutanasiados e as orelhas foram avaliadas quanto a produgdo de citocinas. Como mostrado na
Figura 13, a porcentagem de linfocitos T CD8" produtores de Granzima B bem como de IFN-y
foi maior nos animais que receberam linfocitos T CD47/CD8" em relagdo aos animais que
receberam linfocitos T CD8" de animais naive ou de animais imunes (Figura 13A). Contudo, em
valores absolutos, o niimero de células produtoras de Granzima B ou de IFN-y ¢ menor nos
animais que receberam linfocitos T CD8'/T CD4", em relagdo aos dois outros grupos (Figura 13B
e C). De fato, a quantidade de linfocitos T CD8" recrutada para a orclha infectada é sempre
menor nos animais que receberam ambas populagdes celulares quando comparado ao numero
encontrado em animais que receberam linfocitos T CD8" somente (dados ndo mostrados).

Avaliamos também a producao de TNF-a e IL-17 neste modelo inflamatério. Na figura
13A podemos observar que a transferéncia de qualquer uma das trés populagoes (T CD8" de
camundongos naive, de camundongos imunes ou T CD8/T CD4") leva ao aparecimento de
células produtoras de TNF-a e IL-17. No entanto, a menor porcentagem foi encontrada nos
animais que receberam linfocitos T CDS8" provenientes de camundongos imunes. N&o
observamos diferencas na porcentagem de células produtoras de IL-17 em animais que receberam
linfocitos T CD8" de camundongos naive ou que receberam linfocitos T CD8"/T CD4".

Portanto, podemos concluir que tanto IFN-y como Granzima B podem ser responsaveis

pela patogénese observada nos camundongos RAG™ que receberam linfocitos T CD8™
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Figura 13 — Linfocitos T CD8" recrutados para a orelha produzem majoritariamente IFN-y
e Granzima B em camundongos RAG™ infectados por L. braziliensis. As células T CD4" e T
CDS8" foram obtidas de camundongos naive ou imune e foram transferidas por via endovenosa
para os camundongos RAG™, subsequentemente infectados com L. braziliensis. Apds sete
semanas de infec¢do, os animais foram eutanasiados e a porcentagem (A) e o numero de células
T CDS8" produtoras de Granzima B (B) e de IFN-y (C), presentes na lesdo, foi avaliado por
citometria de fluxo. Os gates foram feitos em células vivas, singlets e CD3". Os dados mostrados
representam a média + desvio padrdo e s3o referentes a dois experimentos, realizados com 3

camundongos por grupo.
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6.11 Avaliacio de marcadores intracelulares em linfocitos T CD4" apés a transferéncia de
linfocitos para camundongos RAG™.

Ao avaliarmos a produgio de citocinas em camundongos RAG™ que receberam linfocitos
T CD4" naive, ndo observamos qualquer diferenga importante, seja na producdo de IFN-y, de
TNF-a ou de IL-17, mesmo quando a transferéncia consistiu de linfocitos T CD8"/T CD4"
(Figura 14). Portanto, confirma-se o resultado observado em camundongos BALB/c, no qual na
presenga ou na auséncia de linfocitos T CD8", os linfocitos T CD4" comportam-se da mesma

maneira no que diz respeito a produ¢ao de citocinas (Figuras 4 ¢ 5).

CD4 Naive

CD4

CDS8 +CDh4
Naive

IFN-y TNF-a IL-17

Figura 14 — Linfocitos T CD4" recrutados para a orelha nao alteram a producio de
citocinas em camundongos RAG™ infectados por L. braziliensis. As células T CD4" ¢ T CD8"
foram obtidas de camundongos naive ou imune e foram transferidas por via endovenosa para os
camundongos RAG™, subsequentemente infectados com L. braziliensis. Apds sete semanas de
infecgdo, os animais foram eutanasiados e a porcentagem de células T CD4" produtoras de
citocinas foi avaliada por citometria de fluxo. Os gates foram feitos em células vivas, singlets e
CD3". Os dados mostrados representam a média * desvio padrdo ¢ sdo referentes a dois

experimentos realizados com 3 camundongos por grupo.
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6.12 Tamanho da lesio em camundongos RAG™ que receberam linfocitos T CD8*
provenientes de animais deficientes em IFN-y ou em perforina.

Nos resultados anteriores, observamos um aumento importante na producao de IFN-y e na
capacidade citotoxica de linfocitos T CD8" quando transferidos para os animais RAG™. Para
determinar a importincia destes marcadores na patogénese induzida nos animais RAG™,
transferimos linfocitos T CD8" purificados de camundongos selvagens, deficientes em IFN-y ou
em perforina, todos naive, no momento da infec¢do com 10° L. braziliensis. Como mostrado na
Fig. 15, a transferéncia de linfocitos T CD8" provenientes de camundongos selvagens ou

deficientes ¢ capaz de restaurar a populagdo de linfocitos T CD8" em animais RAG™.
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Figura 15 — Transferéncia de linfocitos T CD8" para camundongos RAG™. (A) As células T
CD8" de camundongos selvagens, deficientes em IFN-y ou em perforina foram purificados por
selegdo negativa em colunas magnéticas e transferidas por via endovenosa para os camundongos
RAG”. Em seguida, os camundongos RAG™ ou selvagens foram infectados com 10°
promastigotas metaciclicas de L. braziliensis e foram tratados com anti-CD4, por duas semanas.
Quatro semanas apds a infeccdo, a pureza das populacdes presentes nos animais que foi
determinada por citometria. Os dot plots mostrados sdao representativos de experimentos

realizados com cinco camundongos por grupo.
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Como observado anteriormente (Figura 9), ndo houve desenvolvimento de lesdo nos
camundongos RAG™ (Figura 16). Contudo, houve um crescimento progressivo na lesdo de
animais que receberam linfocitos T CD8" de camundongos selvagens (WT) e o mesmo efeito foi
observado nos animais que receberam linfocitos T CD8" provenientes de camundongos IFN-y”
(Figura 16). Surpreendentemente, animais que receberam linfocitos T CD8" de camundongos

deficientes em perforina apresentaram retardo no aparecimento da lesao (Figura 16).
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Figura 16 — A presenca de perforina é responsavel pela patologia observada em
camundongos RAG™ infectados por L. braziliensis. As células T CD8" foram obtidas de
camundongos selvagens (WT) ou deficientes (IFN-y” ou perforina™) e foram transferidas por via
endovenosa para os camundongos RAG™, subsequentemente infectados com L. braziliensis. O

desenvolvimento da lesdo foi monitorado semanalmente. Os dados mostrados representam a

média * erro padrdo e sao referentes um experimento realizado com 5 camundongos por grupo.

Com mostrado na Figura 17, camundongos que receberam linfocitos T CD8" de animais
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selvagens ou de animais IFN-y"~ apresentaram extensa destrui¢do tecidual. Por outro lado, a
transferéncia de linfocitos T CD8" de camundongos deficientes em perforina nao causou
nenhuma alteragdo no tecido. Sendo assim, o mecanismo de citotoxidade induzido por
perforina/granzima estd diretamente envolvido no desenvolvimento da lesdo em camundongos

RAG™ que receberam linfocitos T CD8" (Figura 16).

RAG-/- RAG-/- RAG-/-
RAG-/- [CDS selvagem] [CD8 IFN-g-/-]  [CD8 Perforina-/-]

Figura 17 — A citotoxicidade induzida por linfécitos T CD8" é responsavel pela patologia
observada em camundongos RAG™ infectados por L. braziliensis. As células T CD8" foram
obtidas de camundongos selvagens (WT) ou deficientes (IFN-y~ ou perforina™) e foram
transferidas por via endovenosa para os camundongos RAG™, subsequentemente infectados com
L. braziliensis. As fotos foram tiradas apds cinco semanas de infec¢do e sdo representativas de

um grupo composto por cinco animais.

6.13 Carga parsitaria em camundongos RAG™ que receberam linfécitos T CDS8*

provenientes de animais deficientes em IFN-y ou em perforina.
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Ao avaliarmos a quantidade de parasitas presentes no sitio de infec¢do, apos sete semanas,
observamos mais uma vez que ndo existem diferengas significantes entre os animais RAG™ que
receberam ou ndo linfocitos T CD8" (Figura 18A). Além disso, os camundongos que receberam
linfocitos T CD8" de animais deficientes em IFN-y ou em perforina também ndo apresentaram
diferenga na quantidade de parasitas na orelha infectada (Figura 18A). Contudo, na auséncia de
perforina, a metastase dos parasitas para a orelha contra-lateral (Figura 18B) e para o bago
(Figura 18C) foi menor quando comparada a observada nos animais que receberam linfocitos T
CDS8" ou T CD8" deficientes em IFN-y. Portanto, na auséncia de perforina, embora a lesdo seja
menor nos animais recipientes (Figura 16), a quantidade de parasitas no sitio de infec¢do nao
reflete este efeito. Sobretudo, a auséncia de perforina impede a disseminacao de L. braziliensis

em camundongos RAG™ .
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Figura 18 — Auséncia de perforina em linfécitos T CD8" impede a metastase de parasitas,
em camundongos RAG™ infectados por L. braziliensis. As células T CD8" foram obtidas de
camundongos selvagens (WT) ou deficientes (IFN-y” ou perforina”™) e foram transferidas por via
endovenosa para os camundongos RAG™, subsequentemente infectados com L. braziliensis.
Apoés sete semanas de infec¢do, os animais foram eutanasiados e a carga parasitaria foi
determinada por diluigdo limitante. Os dados mostrados representam a média e sdo referentes um

experimento com 5 camundongos por grupo.
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7 DISCUSSAO

Linfécitos T CD8" sdo células do sistema imune adaptativo também chamados de
linfocitos T citotoxicos por sua capacidade de induzir a morte de células que apresentam
antigenos estranhos ligados ao MHC classe 1. O papel protetor dos linfocitos T CD8" esta
descrito em muitos modelos de infec¢do por virus e tumores, mas estas células também estdo
envolvidas no controle da infecg¢do por parasitas intracelulares, através da producao de citocinas e
da inducao de citotoxicidade (rev. em Jordan e Hunter, 2010). No entanto, diversos modelos
infecciosos mostram que linfocitos T CD8" ativados também sao capazes de induzir patologia.

Inicialmente, o papel dos linfocitos T CD8" na infecgdo por Leishmania foi considerado
controverso. Diversos trabalhos usando o modelo de infec¢ao subcutanea com altas doses (1
milhdo) de L. major mostram que animais deficientes em linfocitos T CD8" ou em [3,-m
controlam a infecgdo, sugerindo que os linfocitos T CD8" ndo sdo importantes no curso da
infeccdo por L. major (Overath e Harbecke, 1993; Wang et al., 1993; Huber et al., 1998). No
entanto, recentemente foi demonstrado que linfocitos T CD8" sdo fundamentais para o controle
de L. major em infec¢des com baixas doses (mil) de parasitas (Belkaid et al., 2002; Uzonna et
al., 2004) bem como na resisténcia contra a re-infec¢ao (Belkaid et al., 2002; Rafati et al., 2002).
O papel dos linfocitos T CD8" na infecgdo experimental por L. braziliensis ainda ndo foi
investigado. Porém, estudos feitos com pacientes apontam para o papel citotoxico destas células,
associando-as ao desenvolvimento da lesdo (Brodskyn et al., 1997; Faria et al., 2009).

Neste trabalho, mostramos pela primeira vez o recrutamento dos linfocitos T CD8" ¢ T
CD4" na infecgdo experimental por L. braziliensis, usando a via intradérmica de inoculagdo.
Apbs o recrutamento, observamos que ambos subtipos de linfocitos produzem, entre as citocinas
analisadas, preferencialmente IFN-y. Classicamente, o controle da infec¢ao por Leishmania da-se
por meio da producdo de IFN-y que, por sua vez, induz a ativagdo dos macrdéfagos infectados e a
morte do parasita intracelular por produc¢ao de 6xido nitrico (rev. em Reiner e Locksley, 1995). A
producao de IFN-y foi associada ao controle da infecgcdo por L. braziliensis (Dekrey et al., 1998,
De Moura et al., 2005).

Outro dado relevante observado foi a produ¢do de Granzima B pelos linfocitos T CD8",
no sitio de infec¢do. Neste modelo observamos também que existem diferengas na producdo de

IFN-y ¢ Granzima B pelos linfocitos T CD8" no sitio de infec¢ao, em relagdo ao linfonodo de
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drenagem. Ja esta demonstrado para linfocitos T CD8" de memoria que localizagdes distintas
implicam em diferentes fungdes (Marzo et al., 2007). Neste trabalho os autores mostram que a
producdo de Granzima B ¢ preferencialmente detectada em 6rgdos nao linféides e que somente
estas cé€lulas sdao capazes de induzir a lise de células-alvo in vitro. Os nossos resultados estao de
acordo com a literatura pois demonstram que a capacidade citotoxica dos linfocitos T CD8" esta
restrita ao sitio de infec¢do, onde existe eliminacdo dos parasitas, e que estes produzem IFN-y
preferencialmente no linfonodo de drenagem, onde existe persisténcia da L. braziliensis.

Um dos resultados mais importantes do nosso trabalho ¢ a demonstragdo de que a
auséncia de linfocitos T CD8" acarreta no controle da infec¢do por L. braziliensis. Como
mencionado anteriormente, grande parte dos trabalhos recentes em camundongos retratam o
papel dos linfocitos T CD8" como parte importante no controle da infecgdo por outras espécies de
Leishmania (Belkaid et al., 2002; Rafati et al., 2002; Uzonna et al., 2004). Contudo, 0s nossos
resultados assemelham-se aos dados publicados em pacientes. Estudos prévios do nosso
laboratorio mostraram que pacientes com LM, forma clinica na qual ocorre intensa destruicao
tecidual, as células T CD8" e NK apresentam atividade citotoxica (Brodskyn et al., 1997). A
expansao de linfocitos T CD8" no linfonodo de drenagem de pacientes precede o aparecimento de
ulceras cutaneas (Bomfim et al., 2007). Comparagdes entre lesdes cutineas iniciais e tardias de
pacientes com leishmaniose mostraram que existe um aumento na porcentagem de linfocitos T
CD8" presentes nas lesdes tardias em comparagdo com as lesdes iniciais, e esta diferenga ndo foi
observada para linfocitos T CD4" (Faria et al., 2009). Além disso, o estimulo de células derivadas
de pacientes com LC com antigenos de L. braziliensis mostra que existe um aumento preferencial
de LFA-1, molécula implicada na adesao a tecidos inflamados, em linfocitos T CD8" (Mendes-
Aguiar Cde et al., 2009). Por fim, ja foi demonstrado que linfocitos T CD8" com potencial
citotoxico, que reagem a antigenos nao-relacionados, migram para a lesdo de pacientes com
leishmaniose (Da-Cruz et al., 2010). Este efeito foi relacionado com o desenvolvimento de
patologia.

Dados da literatura mostram que os linfocitos T CD8" somente sdo importantes para o
controle da infeccdo por L. major em camundongos utilizando-se baixas doses de parasitas
(Uzonna et al., 2004). Sendo assim, infectamos camundongos BALB/c com 10° promastigotas
metaciclicas de L. braziliensis na derme da orelha e avaliamos o curso da infec¢ao nestes

animais. Com baixa dose de parasitas, houve um retardo no aparecimento da lesdo dos
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camundongos, mas o mesmo efeito de um controle mais eficiente da infec¢do foi observado nos
animais depletados de linfocitos T CD8" (dados ndo mostrados). Este resultado sugere que, ao
contrario do que foi demonstrado para L. major, a necessidade dos linfocitos T CD8" para a cura
da infec¢cdo dependente da dose nao ¢ relevante para o modelo de L. braziliensis.

Ao avaliarmos a resposta imune celular mediada por linfocitos T CD4" no sitio de
infec¢@o dos camundongos depletados de linfocitos T CD8", observamos que ndo existe qualquer
alteracdo na porcentagem de células produtoras de IFN-y, TNF-a ou IL-10. Contudo, outras
citocinas ndo avaliadas podem estar alteradas neste modelo de deple¢do. Como demonstrado
anteriormente, a deple¢do de linfocitos T CDS8™ altera o perfil de linfocitos T CD4" quanto a
producao de IL-4 (Uzonna et al., 2004), um efeito que ndo foi determinado no presente trabalho.
Contudo, podemos concluir que linfécitos T CD4" “sozinhos”, ou seja, na auséncia de linfocitos
T CD8", s@o capazes de controlar a infec¢do por L. braziliensis. Por outro lado, os linfocitos T
CD4" ja foram implicados na patogénese associada com a infec¢do por L. amazonensis (Soong et
al., 1997). Camundongos deficientes em MHC classe II ndo desenvolvem lesdao apos infecg¢ao por
L. amazonensis ¢ em camundongos RAG™, a reconstituigdo com linfocitos T CD4" induz o
desenvolvimento de lesdo. Curiosamente neste trabalho, os autores mostram que camundongos
deficientes em MHC classe II apresentam uma inibigdo do recrutamento de linfocitos T CD8”
para o sitio infeccdo e que camundongos B-m” tém menor lesdo em relagdo aos animais
controle. Portanto, embora o trabalho ndo discuta o envolvimento dos linfocitos T CD8" na
indugdo de lesdo por L. amazonensis, fica claro que estes também estdo envolvidos na patologia
para esta espécie, neste modelo experimental.

A ativagao de linfocitos T CDS8" naive por patdgenos ou por vacinas geralmente requer a
interacdo com c¢€lulas dendriticas carregadas com antigeno, nos linfonodos inflamados. Esta
interacdo induz a producdo de citocinas pro-inflamatérias e de quimiocinas que induzem o
recrutamento de uma variedade de outras células do sistema imune (Banchereau e Steinman,
1998). Em (2007), Leo6n e colaboradores descreveram uma nova populagdo de células dendriticas
ap6s infeccao in vivo por L. major. Neste trabalho, os autores demonstram que mondcitos sao
recrutados para a derme da orelha e, apos a diferenciagdo em células dendriticas, migram para o
linfonodo onde produzem IL-12 e, assim, contribuem para a polarizagdo de uma resposta
protetora do tipo Thl. No nosso trabalho, demonstramos, pela primeira vez, que existe a

formagdo desta populagdo de células dendriticas na orelha de camundongos BALB/c infectados
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por L. braziliensis. Podemos sugerir também que tais células, presentes no sitio da infec¢do com
L. braziliensis, podem contribuir para o desenvolvimento da resposta imune controlada, associada
com a cura da lesdo. Ademais, demonstramos que linfocitos T CD8" ndo sdo responsaveis pelo
recrutamento e pela diferenciagdo destas células, pois, camundongos tratados com anti-CD8
apresentam o mesmo perfil de células dendriticas derivadas de mondcitos.

Dados da literatura sugerem que o recrutamento de linfocitos T CD8" e de neutrofilos é
interdependente (Engeman et al., 2004; Kish et al., 2009). Contudo, os nossos dados mostram
que a deplecdo de linfocitos T CD8" implica em um aumento no recrutamento de neutrofilos para
o sitio de infec¢do. Resultados prévios do nosso grupo mostram que os neutréfilos sdo
importantes para o controle da infec¢do por L. braziliensis tanto in vivo, demonstrado através de
deplec¢do por anticorpo, como in vitro, em modelos de interagdo com macrdéfagos infectados
(Novais et al., 2009). A eliminacdo de L. braziliensis foi associada com a produgdo de TNF-a e
superoxido. Estas observacgdes se estendem para modelos de infec¢do por L. amazonensis em
humanos (Afonso et al., 2008) e camundongo (De Souza Carmo et al., 2010). Portanto, os
resultados obtidos sugerem que o aumento da resisténcia a infec¢do por L. braziliensis, na
auséncia de linfocitos T CD8, esta relacionado com a presenca aumentada de neutrdfilos e
eosinofilos no sitio de infecgao.

Eosinoéfilos sdo polimorfonucleares comumente observados em doencas do tipo Th2,
como alergias e infecgdes por helmintos. Contudo, eosinofilia também ¢ detectada em doengas
parasitarias e estes ja foram implicados na protecdo contra infec¢do experimental por L.
amazonensis através da producao de perdxido de hidrogénio (Watanabe et al., 2004). Uzonna et
al. (2004) mostraram que na auséncia de linfocitos T CDS8", existe um aumento na resposta Th2
em camundongos infectados por L. major. Neste trabalho, os autores mostraram que o IFN-y
produzido pelos linfocitos T CD8" no linfonodo de drenagem, onde ocorre priming dos linfocitos,
leva a polarizacdo da resposta para o tipo Thl e, a sua auséncia, implica no aumento de uma
resposta Th2. Estes resultados podem explicar nosso resultado de recrutamento de eosinéfilos
para o sitio de infecc¢do, apds a deplegdo de linfocitos T CD8". A IL-17, por sua vez, ¢ uma
citocina implicada no recrutamento de neutrofilos e a co-localizacdo desta citocina com estes
subtipos celulares ja foi demonstrada na lesdo de pacientes com LM (Boaventura et al., 2010).
Seguindo esta linha de pensamento, a producdo de IL-17 pode estar aumentada nos animais

depletados de linfocitos T CD8", pois o IFN-y também inibe a diferenciagdo de linfocitos Th17,
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produtores de IL-17 (rev. em Dong, 2008). Assim, propomos um modelo de controle da infeccao

por L. braziliensis, na auséncia de linfocitos T CD8" (Figura 19).

A

Figura 19 — Modelo da inibicido do recrutamento de neutrofilos e eosinofilos por linfocitos T CD8™,
na infecciio por L. braziliensis. O priming de linfocitos ocorre no linfonodo de drenagem através da
produgdo de IL-12 por células dendriticas e macrofagos, induzindo uma resposta Th1 eficiente, produgdo
de IFN-y por linfocitos T CD4" ¢ T CD8" (A). A produgéo de IFN-y por linfécitos T CD8", por sua vez,
inibe a diferenciacdo de Th2 e Th17 (A). Na auséncia de linfocitos T CD8", ocorre diferenciagdo de
células Th2 e Th17, induzindo o recrutamento de neutréfilos e de eosinofilos para o sitio de infecgdo que,
por fim, contribuem para a eliminagdo do parasita, sem o desenvolvimento da lesdo (B).

Para confirmar os resultados anteriores e determinar os fatores envolvidos na patologia
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induzida pelos linfocitos T CD8" na infeccdo por L. braziliensis, utilizamos camundongos
deficientes em RAG como modelo de estudo. A auséncia de lesio em camundongos
imunodeficientes, infectados por Leishmania, ja foi demonstrado anteriormente: camundongos
SCID ou RAG™ infectados por L. amazonensis ndo desenvolvem tlceras cutdneas (Terabe et al.,
1999). Ap6s infecgdo por L. major, camundongos RAG™ também ndo produzem lesdo (Belkaid
et al., 2002). No nosso estudo, os camundongos RAG™ também ndo apresentam lesdo visivel,
apesar da grande quantidade de parasitas encontrada no sitio de infec¢do. A transferéncia de
linfocitos T CD8* provenientes de camundongos naive para camundongos RAG™ induziu
patologia exacerbada no sitio de infeccdo por L. braziliensis. De fato, o efeito patologico da
transferéncia de linfocitos T CD8" naive para camundongos RAG™ ja foi observado apods a
infeccao por L. major, por Belkaid e colaboradores (2002).

A transferéncia de linfocitos T CD4"/T CD8", ambos provenientes de camundongos naive,
mostrou-se capaz de controlar a infec¢do. Este resultado nos leva a concluir que os linfocitos T
CD4" sdo capazes de controlar também a patologia induzida por linfocitos T CD8". A pele é
considerada um local privilegiado para a sobrevivéncia e proliferagdo de parasitas devido a uma
alta freqliéncia de células T reguladoras chamadas “naturais”, CD4"'CD25'FoxP3", mesmo na
auséncia de infec¢do. A IL-10 ¢ a principal citocina produzida por este subtipo de linfocitos T,
cuja fungdo ¢ de limitar a resposta imune ao inibir fun¢des como apresentacdo de antigeno,
secrecdo de outras citocinas € quimiocinas, € também bloqueando a ativagdo de macrdofagos (rev.
em Peters e Sacks, 2006). Células T reguladoras CD4"'CD25Foxp3" ja foram encontradas na
lesdo de pacientes com LC causada por L. braziliensis e foram capazes de inibir in vitro a
proliferagdo de PBMC estimulado com fitoemaglutinina (Campanelli et al., 2006). Portanto, ¢
possivel que a auséncia de células T reguladoras nos camundongos RAG™ leve a patologia
observada, quando os mesmos receberam linfocitos T CDS8". Dados da literatura sugerem que a
IL-10 ¢é capaz de inibir o papel citotoxico de linfocitos T CD8" in vitro (Bejarano et al., 1992;
Groux ef al., 1998). Na lesdo de pacientes com LM existe uma menor expressdo de IL-10 em
relagcdo aos individuos com LC e este efeito foi correlacionado com maior resposta inflamatoria e
citotoxicidade observada na LM (Faria et al., 2005). Portanto, estes dados complementam o
papel dos linfocitos T CD4", especialmente o das células T reguladoras, no controle da patologia
induzida por linfocitos T CD8". Além disso, ja foi demonstrado que a IL-4, citocina produzida

por linfocitos Th2, ¢ capaz de induzir a diferenciacdo de uma populacdo ndo citolitica de
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linfécitos T CD8" (Kienzle et al., 2002; Kienzle et al., 2005).

Outro efeito interessante observado consiste na disseminagdo do parasita para outros
sitios diferentes, no modelo de transferéncia adotiva de linfocitos T CD8". A carga parasitaria no
bago, na orelha ndo infectada, na pata e no focinho sugere que houve metastase nos animais que
receberam de linfocitos T CD8". A disseminacdo de Leishmania ¢ pouco estudada, mas dados em
humanos (Martinez et al., 1991; Martinez et al., 1992) e em hamsters (Bertho et al., 1994)
sugerem que os novos sitios sdo colonizados por macrofagos infectados que viajam por via
hematogénica ou linfatica. O potencial dos linfocitos T CD8" de contribuir para a metastase de L.
braziliensis nunca foi observado em modelo experimental. Contudo, diversos estudos de caso
mostram que pacientes infectados pelo virus HIV apresentam metastase da Leishmaniose apos
tratamento com anti-retrovirais que induzem aumento na contagem de linfécitos T (Sinha ef al.,
2008; Carnauba et al., 2009; Torrico et al., 2009; Auyeung et al., 2010). Posada-Vergara e
colaboradores (2005) descrevem dois pacientes com HIV que, apos recuperagdao da contagem de
linfocitos, apresentaram o que ¢ conhecido como sindrome inflamatéria da reconstitui¢do imune.
Um dos pacientes desenvolveu ulceras cutaneas e lesdes papulares na genitdlia e bragos,
respectivamente, apos um més de tratamento e, posteriormente, apareceram lesdes também nas
mucosas oral e nasal, bem como na face. Da mesma maneira, outro individuo também apresentou
lesdes nas mucosas ¢ disseminagdo cutanea das lesdes, neste caso identificadas como causadas
por L. braziliensis. Neste trabalho, contudo, apenas a contagem de linfocitos T CD4" foi levada
em consideragdo e os autores associaram a sindrome observada ao aumento na contagem deste
subtipo de linfocitos. No entanto, um estudo mais recente mostrou que ambos linfocitos T CD4" e
T CD8' aumentam em pacientes com essa sindrome e que a magnitude de aumento de linfocitos
T CDS8" foi maior que para T CD4" (Chrusciak-Talhari et al., 2009). Neste trabalho os autores
discutem que pacientes com baixas contagens de linfocitos que apresentam infecgdes subclinicas
ou respostas suprimidas t€ém maior chance de desenvolver esta sindrome, que ¢ resultado de uma
resposta inflamatoria exagerada. A comparagdo do desenvolvimento desta sindrome observada
em humanos tratados com anti-retrovirais € camundongos RAG reconstituidos com linfocitos T
CDS8" néo ¢ direta e deve ser cautelosa. No entanto, observamos que a transferéncia de linfocitos
T CD8" em um ambiente linfopénico levou a exacerbagdo da lesdo e disseminagdo de L.
braziliensis no modelo murino, indicando que um fendomeno semelhante pode estar ocorrendo.

Em nosso modelo ndo podemos determinar de que forma os linfocitos T CD8" facilitam a
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disseminagdo parasitaria e a destrui¢do tecidual, mas o potencial citotoxico destas células parece
contribuir para este efeito, ja que estes foram previnidos em camundongos RAG™ que receberam
células de animais deficientes em perforina. A morte por citotoxicidade ndo leva a eliminagao
imediata das amastigotas de leishmania (Smitk ef al., 1991). Possivelmente, a indugdo de morte
das células infectadas resulta na liberacdo de amastigotas vidveis que, assim, podem infectar
novas células hospedeiras. Em paralelo, a auséncia de fagocitose de células mortas pode
ocasionar a liberacdo do conteudo intracelular, que per se € pro-inflamatorio, ou a liberacao de
enzimas que degradam componentes extracelulares também sao implicados na indugdo de
inflamacao (rev. em Rock e Kono, 2008).

Embora os mecanismos de indug¢do de morte pela liberagdo de granulos citotdxicos sejam
intensamente estudados, ainda ndo existe um modelo definido de como a combinacao
perforina/granzima age nas células. A maior parte dos trabalhos mostra que sdo as perforinas que
“entregam” as granzimas para célula alvo, mas como isto ocorre ¢ ainda um grande debate na
literatura. Pipkin e Lieberman (2007) referem-se a hipdtese inicial de que, por causa da sua
homologia com o complemento, as perforinas multimerizam na membrana plasmatica da célula-
alvo formando poros por onde passam as granzimas. No entanto, os autores ressaltam o fato de
que os poros formados podem ser pequenos demais para a passagem de moléculas grandes como
as granzimas. O paradigma foi questionado quando foram publicados trabalhos mostrando que a
Granzima B pode ser endocitada mesmo na auséncia de perforina (Froelich et al., 1996; Shi et
al., 1997). A partir destes dados, Froelich e colaboradores (1996) sugeriram que a perforina age
na membrana do endossoma e contribui para a liberagdo da granzima dentro da célula. Pipkin e
Lieberman (2007), por outro lado, propuseram um modelo hibrido, no qual a perforina forma
poros na membrana que leva ao influxo de Ca'. Este efeito, por sua vez, induz reparo na
membrana celular que termina por englobar as granzimas presentes na sinapse imunolégica. Os
autores sugerem também que a liberag¢do da granzima deste endossoma “gigante” ¢ mediada por
perforina, mas como isto acontece ainda nao estd definido.

Embora nao esteja claro como ocorre o processo da indu¢do de morte por apoptose
mediada por granulos citotoxicos, ¢ inegavel o seu papel crucial no controle de virus, tumores e
também doengas parasitarias. Por outro lado, diversos modelos j& mostraram o papel da
citotoxicidade induzida por linfocitos T CD8" no desenvolvimento de patologias. Estudos em

modelos murinos de co-infeccao pelo virus LCMV e uma espécie de fungo oportunista,
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Histoplasma capsulatum, mostram que a auséncia de linfocitos T CD8" implica no aumento da
sobrevivéncia dos animais (Wu-Hsies et al., 2001). Linfocitos T CD8" também foram
correlacionados com o desenvolvimento de malaria cerebral, pois camundongos [3,-m (Yanez et
al., 1996) bem como animais deficientes de CD8 (Boubou et al., 1999) sao resistentes a esta
implicagdo grave da doenca. A infec¢do intracranial de camundongos C57BL/6 por LCMV
resulta numa doenga no sistema nervoso central que ¢ mediada por linfocitos T CDS8"
(Buchmeier et al., 1980) e este efeito ¢ prevenido em camundongos deficientes de perforina
(Kagi et al., 1994). O efeito deletério da citotoxicidade de linfocitos T CD8" em outras infecg¢des
virais que acarretam problemas no sistema nervoso central (Lin et al., 1997) e miocardite
(Gebhard et al., 1998) também ja foram demonstrados. A citdlise mediada por perforina induzida
por linfocitos T CD8" também foi implicada como o principal mecanismo de desenvolvimento de
malaria cerebral no modelo murino (Nitcheu et al., 2003). Esse conjunto de dados demonstra que
a citotoxicidade mediada por linfocitos T CD8" pode ter efeito deletério para o hospedeiro em
diversos modelos experimentais € o nosso trabalho mostra, pela primeira vez, este efeito na
infeccdo por L. braziliensis.

Parasitas intracelulares necessitam das células hospedeiras para completar o seu ciclo de
vida e a citdlise de células infectadas pode ser um mecanismo efetor relevante para o controle da
infec¢dao. Contudo, dados da literatura mostram que citolise mediada por perforina tem um papel
limitado para o controle da infec¢do por Toxoplasma gondii (Denkers et al., 1997) bem como
para o controle de infec¢des secunddrias por este parasita (Suzuki e Remington, 1990). Também
estudos de infec¢@o por 7. cruzi mostram que a citotoxicidade induzida pelas células T CD8" ndo
¢ necessaria para a resisténcia a infec¢ao por 7. cruzi (Kumar e Tarleton, 1998), embora estes
linfocitos sejam essenciais para o controle parasitario (Tarleton, 1990). Poucos trabalhos tratam
da citotoxicidade induzida por linfocitos T CD8" na leishmaniose. Citado anteriormente nesta
discussdo, Brodskyn e colaboradores (1997) associaram a citotoxicidade induzida por células NK
e linfocitos T CD8" a destruicdo tecidual observada na lesdo em pacientes infectados por L.
amazonensis com LM. Em pacientes com LCL causada por L. major, linfocitos do sangue
periférico apresentam maior atividade citotoxica especifica quando comparado com linfécitos de
individuos curados (Bousoffara et al., 2004). Além disso, o recrutamento de linfocitos T CD8"
expressando granzima A na lesdo de pacientes infectados por L. braziliensis foi associado a

progressdo da doenca na LC (Faria et al., 2009). Portanto, em pacientes parece existir uma
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correlagdo clara entre a citotoxicidade induzida por linfocitos T CD8" e imunopatologia. No
entanto, um trabalho recente da literatura mostra que somente linfocitos T CD8" provenientes de
pacientes com LC e nao de LCD, ambas causadas por L. mexicana, possuem atividade citotoxica
(Hernandez-Ruiz et al., 2010). Neste trabalho os autores mostram exaustio dos linfocitos T CD8"
na LCD e associam este efeito a disseminacao do parasita.

No modelo murino, a auséncia de granzima na infeccdo por L. major ndo foi capaz de
alterar o curso da infecdo (Eisert et al., 2002). A produgdo de IFN-y e a citotoxicidade induzidas
por linfécitos T CD8" foram associada com a imunidade protetora contra infecg¢@o por L. chagasi
(Resende ef al., 2008). Em outro modelo de vacinagdo foi mostrado que camundongos perforina™
vacinados com antigeno de L. amazonensis nao foram capazes de controlar o desafio com este
parasita (Colmenares et al., 2003). No nosso trabalho, ndo avaliamos a importancia destes
linfocitos T na protecdo contra re-infec¢do. Assim, baseados nos dados em humanos e murinos,
podemos concluir que a espécie do parasita ¢ fundamental na determinagdo do papel dos
linfocitos T CD8" na Leishmaniose. No caso da L. braziliensis, podemos propor que linfocitos T
CD8" estdo associados a patologia na infec¢@o e que este efeito esta relacionado com a inibigdo
do recrutamento de polimorfonucleares e com o seu potencial citotoxico. O nosso modelo
responde a pergunta proposta mas abre novas perspectivas. Uma delas € estabelecer o mecanismo
pelo qual os linfocitos T CD8™ inibem o recrutamento de neutrofilos e eosinofilos para o sitio de
infeccdo. Além disso, precisamos determinar qual o mecanismo da citotoxicidade responsavel
pela inducdo da patologia. Uma possibilidade ¢ que a morte induzida por perforina gera a
liberagdo de parasitas no meio extracelular e este efeito promove a infeccdo de novas células e a
metastase do parasita. Além disso, nos animais RAG™ que receberam linfocitos T CD8*, a morte
de um grande numero de células e um “clearance” insuficientemente rapido pode ser responsavel

pelos efeitos observados (Figura 20).
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Figura 20 — Modelo de indugio de metastase e patogénese pelos linfocitos T CD8" na infecgiio por L.
braziliensis. A indugdo de citotoxicidade mediada por perforina e granzima leva a morte de células
infectadas. Este efeito induz a liberagdo de parasitas no meio extracelular e estas infectam novas células

hospedeiras. Em paralelo, a liberagdo de contetido intracelular acarreta em inflamagao.

Neste contexto, os linfocitos T CD4" sdo importantes e suficientes para o controle desta
patologia. Na co-transferéncia de linfocitos T CD4" ¢ T CDS8", houve controle da patologia e do
niumero de parasitas. Duas alternativas podem explicar este efeito: (1) linfocitos T CD4"
diretamente inibem a citotoxicidade de linfocitos T CD8" através da producao de IL-10 (ou até
mesmo IL-4) sugerindo um possivel papel das células Treg; (2) os linfocitos T CD4" sdo
recrutados em maior numero para o sitio de infec¢ao e ativam macrofagos que levam a morte dos
parasitas (Figura 21). Na auséncia de um ntimero grande de parasitas, a patologia induzida por
linfocitos T CD8" é controlada devido a menor liberagdo de parasitas (e de contetido intracelular).
Uma maneira de testar a primeira hipotese ¢ através da transferéncia de uma populagdo de
linfocitos T CD4", previamente depletados de células Treg, e de linfocitos T CD8" ou,
diretamente, através do tratamento dos animais co-transferidos com anti-IL-10. Para testar a
segunda hipotese, pretendemos transferir linfocitos T CD4" de camundongos IFN-y” juntamente
com linfécitos T CD8" de camundongos selvagens. Assumindo que a morte de parasitas induzida

por linfécitos T CD4" ¢ mediada por IFN-y, determinariamos se, na auséncia desta citocina (e na
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presenca de IL-10), a morte induzida por linfocitos T CD4" ¢ capaz de controlar a infecgdo e

conseqiiente patologia induzida pelos linfocitos T CD8".

Perforina
Granzima
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Redugio da

g | — disponibilidade
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ativacio de CDS

Figura 21 — Possiveis mecanismos de controle da patogénese induzida por linfocitos T CD8" na
infeccdo por L. braziliensis. Efeito direto: a producdo de IL-10 ou de IL-4 por linfécitos T CD4" inibe
diretamente a citotoxicidade pelos linfocitos T CD8". Efeito indireto: a eliminacao eficaz dos parasitas
reduz a disponibilidade antigénica/nimero de parasitas, o que indiretamente reduz os efeitos deletérios dos

linfocitos T CDS8".

Por fim, os resultados obtidos neste trabalho refor¢am os dados publicados com pacientes
que sugerem que linfocitos T CD8" estdo envolvidos na gravidade da doenga causada por L.
braziliensis. Mais que isso, este modelo abre perspectivas para elucidar os mecanismos

envolvidos na patogénese da leishmaniose cutanea.

74



8 CONCLUSAO

Os linfécitos T CD8" estao associados ao desenvolvimento da lesio em camundongos
infectados por L. braziliensis e sdo capazes de induzir disseminacdo de parasitas em
camundongos RAG™. O seu envolvimento na patologia foi associado com inibicdo no

recrutamento de neutréfilos e de eosinodfilos e ao seu potencial citotoxico.
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