Ministério da Saude
Fundacao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias da Saude

CARACTERIZACAO DE BIOMARCADORES IMUNOLOGICOS EM PACIENTES
PORTADORES DE LEISHMANIOSE CUTANEA DA COMUNIDADE INDIGENA
XAKRIABA, MINAS GERAIS, BRASIL

por

MATHEUS FERNANDES COSTA E SILVA

BELO HORIZONTE
OUTUBRO/2013

TESE DDIP - CPgRR M.F. COSTA E SILVA 2013




Ministério da Saude
Fundacao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias da Saude

CARACTERIZACAO DE BIOMARCADORES IMUNOLOGICOS EM PACIENTES
PORTADORES DE LEISHMANIOSE CUTANEA DA COMUNIDADE INDIGENA
XAKRIABA, MINAS GERAIS, BRASIL

por

MATHEUS FERNANDES COSTA E SILVA

Tese apresentada com vistas a obtencdo do Titulo
de Doutor em Ciéncias na area de concentracdo
Doencas Infecciosas e Parasitarias.

Orientacdo: Dr?. Andréa Teixeira Carvalho
Co-orientacdes: Dr?. Luciana Inacia Gomes

Dr?. Vanessa Peruhype Magalhdes Pascoal

BELO HORIZONTE
OUTUBRO/2013



Catalogacéo-na-fonte

Rede de Bibliotecas da FIOCRUZ
Biblioteca do CPgRR

Segemar Oliveira Magalhdes CRB/6 1975

C837
2013

Costa e Silva, Matheus Fernandes.

Caracterizacdo de biomarcadores imunoldgicos em
pacientes portadores de leishmaniose cutdnea da
comunidade indigena Xakriaba, Minas Gerais, Brasil /
Matheus Fernandes Costa e Silva. — Belo Horizonte, 2013.

XXXII, 182 f:il.; 210 x 297mm.

Bibliografia: 192 — 214

Tese (doutorado) — Tese para obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias pelo Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias da Saude do Centro de Pesquisas René Rachou.
Area de concentracdo: Doencas Infecciosas e Parasitérias.

1. Leishmaniose cutanea/Imunologia 2.
Leishmania/Parasitologia 3. Populacdo Indigena 1. Titulo.
Il. Teixeira-Carvalho, Andréa (Orientacdo). Ill. Gomes,

Luciana Inacia(Co-orientacdo). 1V. Peruhype-Magalhées,
Vanessa (Co-orientacéao)

CDD —22. ed. — 616.936 4




Ministério da Saude
Fundacao Oswaldo Cruz
Centro de Pesquisas René Rachou

Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias da Saude

CARACTERIZACAO DE BIOMARCADORES IMUNOLOGICOS EM PACIENTES
PORTADORES DE LEISHMANIOSE CUTANEA DA COMUNIDADE INDIGENA
XAKRIABA, MINAS GERAIS, BRASIL

por

MATHEUS FERNANDES COSTA E SILVA

Foi avaliada pela banca examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. Drd. Andréa Teixeira Carvalho (Presidente)
Prof. Dr. Alexandre Barbosa Reis

Prof. Dr. Helton da Costa Santiago

Prof. Dr?, Lis Ribeiro do Valle Antonelli

Prof. Dr?, Silvane Maria Fonseca Murta

Suplente: Dr?. Ester Roffé Santiago

Tese defendida e aprovada em: 09/10/2013.



COLABORACOES

Dr?, Célia Maria Ferreira Gontijo - Laboratorio de Leishmanioses, Centro de Pesquisas René
Rachou - FIOCRUZ.

Dr?. Maria Norma Melo - Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Minas Gerais.

Dr?. Elizabeth de Castro Moreno - Fundacdo Centro de Hematologia e Hemoterapia de Minas
Gerais - HEMOMINAS

Dr. Olindo Assis Martins Filho - Laboratério de Biomarcadores de Diagndstico e

Monitoracdo, Centro de Pesquisas René Rachou - FIOCRUZ.

Dr?, Patricia Flavia Quaresma - Laboratério de Leishmanioses, Centro de Pesquisas René
Rachou - FIOCRUZ.

Dr. Marcelo Antbnio Pascoal Xavier - Departamento de Anatomia Patoldgica, Faculdade de

Medicina, Universidade Federal de Minas Gerais.

Dr?. Janaina de Moura Freire - Laboratorio de Leishmanioses, Centro de Pesquisas René
Rachou - FIOCRUZ.

Me. Tiago Antonio de Oliveira Mendes - Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias

Biologicas, Universidade Federal de Minas Gerais.



Dedico esse trabalho a toda comunidade indigena Xakriaba.

“A mente que se abre a uma nova idéia
jamais voltara ao seu tamanho original.”

Albert Einstein
VI



AGRADECIMENTOS

A Deus por estar sempre presente em minha vida, mostrando-me que com fé e perseveranca

qualquer obstaculo pode ser superado.

A Dr®. Andréa Teixeira pela orientacdo exemplar desse trabalho, sempre com ética e
profissionalismo. Obrigado pela confianca, ensinamentos e pelas vérias oportunidades que
contribuiram para meu crescimento profissional e pessoal desde a iniciacdo cientifica. Além
disso, muito obrigado pela amizade e convivéncia agradavel. Vocé é um exemplo em pesquisa

cientifica.

A Dr? Vanessa Peruhype pela orientacdo, confianca e apoio em todos 0os momentos. Seus
ensinamentos foram fundamentais durante o desenvolvimento desse trabalho. Muito obrigado
pela amizade e disponibilidade, e principalmente, pela oportunidade de ingressar na carreira

cientifica.

A Dr? Luciana Gomes pela orientacdo, ensinamentos, incentivos e amizade. Muito obrigado
por ter me acolhido no Laboratdrio de Pesquisas Clinicas do CPgRR, disponibilizando toda
infra-estrutura do laboratério para a realizacdo dos ensaios moleculares. Sua contribuicdo foi

imprescindivel para a concluséo desse trabalho.

A Dr?. Célia Gontijo por todo apoio e suporte durante as viagens para a comunidade indigena
Xakriaba. Muito obrigado pelo fornecimento de todas as informagdes clinicas e
epidemioldgicas relacionadas a comunidade indigena. Além disso, agradecgo pela convivéncia

agradavel e incentivos durante a realizacdo do trabalho.

Ao Dr. Olindo Assis pela infra-estrutura do LBDM, pelas sugestdes, e principalmente, pelo
exemplo de sabedoria e competéncia. Além disso, muito obrigado pela oportunidade de fazer

parte de um grande grupo de pesquisa.

As Dr®, Patricia Quaresma e Janaina Freire pelo auxilio durante as viagens para a
comunidade Xakriab4, pela selecdo e fornecimento de dados dos pacientes avaliados.

Obrigado pela amizade e convivéncia agradavel.

Ao Dr. Marcio Sobreira pelo auxilio nos experimentos, pela amizade e disponibilidade.
vii



A Dr2, Danielle Zauli pelo auxilio na padronizagdo das técnicas moleculares.

Aos colaboradores do trabalho, Dr?. Maria Norma Melo, Dr?. Elizabeth de Castro Moreno, Dr.

Marcelo Antdnio Pascoal Xavier, Me. Tiago Antdnio de Oliveira Mendes.

A todos os alunos de iniciacdo cientifica vinculados ao projeto (Aretha Silva, Renata Silva,
Déamarys Andrade, Otoni Melo, Philipe Ferreira, Gabriela Rezende, Agna Guimardes, Aline
Medeiros) pela enorme contribuicdo durante os experimentos e confec¢do de banco de dados.

A participacao de vocés foi fundamental para a concluséo desse trabalho.

A Me. Raquel Carvalho, Marina Alves, Veronica Freire e Agnes Sampaio muito obrigado

pelo auxilio nos experimentos e fornecimento de dados dos pacientes Xakriaba.

Aos Me. Amanda Cardoso, Fabiana Rocha e Mauricio Azevedo muito obrigado pela amizade

e auxilio nos experimentos.

Ao Dr. Edward Oliveira pelo auxilio e disponibilidade durante a realizacdo dos experimentos

no Laboratorio de Pesquisas Clinicas do CPgRR.

Aos colegas dos laboratérios LBDM, Leishmanioses, Pesquisas Clinicas e Imunologia Celular

e Molecular pela convivéncia agradavel e momentos de descontracao.

Ao amigo Daniel Menezes pelos conselhos, incentivos e companheirismo. Muito obrigado
pelos ensinamentos em técnicas moleculares. Além disso, agradeco pelos momentos de
descontracdo e pela enorme disponibilidade sempre que necessario. A sua amizade foi muito

importante para concluséo desse trabalho.

Aos amigos Renato Abdala, Cristiano Bandeira e Fabiana Paixdo pela amizade,
companheirismo e pelos inumeros momentos de descontracdo. Além disso, muito obrigado
pelo auxilio nos experimentos. A presenca e conselhos de vocés foram fundamentais para

conclusdo desse trabalho.

Ao corpo técnico do LBDM e Laboratério de Imunologia Celular e Molecular pela

disponibilidade e preparo das solugdes utilizadas nos experimentos.

Vil



A Maisa Santos e Jucélia Amorim pela enorme disponibilidade e competéncia. Muito

obrigado por facilitar o desenvolvimento das atividades no laboratério.

A toda a equipe de satide do municipio de Sdo Jodo das Missbes e da FUNASA que tornou
possivel a realizacdo do trabalho na comunidade indigena Xakriaba. Em especial gostaria de
agradecer aos médicos Candido e Joaquim pela coleta dos fragmentos de tecido dos indigenas

ndo portadores de leishmaniose cutanea.

Aos indios Xakriaba, pelos ensinamentos e pela licdo de vida que levarei sempre comigo.
Espero que minha participacdo no projeto “Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar na
Comunidade indigena Xakriaba, Minas Gerais, Brasil” possa ter contribuido para o bem-

estar e salde dessa comunidade que possui uma historia de lutas e conquistas impressionante.
A Biblioteca do CPgRR em prover acesso gratuito local e remoto & informagdo técnico-
cientifica em saude custeada com recursos publicos federais, integrante do rol de referéncias

dessa tese.

A Fundacdo Oswaldo Cruz, ao Centro de Pesquisas René Rachou e ao Programa de Pos-

graduacao em Ciéncias da Saude pela oportunidade ofertada.

Ao meu primo Alisson pelos momentos de descontracdo e por estar sempre presente.

Aos meus familiares pelos incentivos e momentos de descontragéo.

Aos meus pais Gilberto e Maria Edna, meus irmdos André e Lucas, e minha sobrinha Maria
Luisa pelo amor, apoio, incentivos e por tornarem minha vida muito mais completa e

realizada. Vocés foram essenciais em todos os momentos desse trabalho.

A Juliana Gontijo pela dedicagéo, amor, carinho, companheirismo e total compreens&o. Muito

obrigado por vocé existir em minha vida.



Aos orgdos financiadores que proporcionaram a realizacdo desse trabalho:

CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior)

FAPEMIG (processo n°: CBB - APQ-00289-10)

CNPq (processo n°: 479408/2010-6)

FIOCRUZ (processo n°: 403562/2008-2)

CPgRR (Centro de Pesquisas René Rachou)

Comunidade Européia (Control Strategies for visceral leishmaniasis and mucocutaneous

leishmaniasis in South America: applications of molecular epidemiology)



SUMARIO

LISTADE FIGURAS. ... ..ttt XVII
LISTADE TABELAS. ...t XXVII
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS........cccooovveeieeieesiesesereeses s XXVII
RESUMO . ...t ne e XXXI
ABSTRACT e XXXII
L INTRODUGAO. .......coiiiieeteeeesteee ettt st en sttt 33
2 OBJIETIVOS ...ttt ettt snee s 36

2.1 ODJELIVO GEIaAL.......oiiiiiiieie s 37

2.2 Objetivos SPECITICOS. ....c.viviiiiiiieiieie e 37
3 REVISAO DA LITERATURA . ....cooiiteeeeeeeeere e sne s 38

3.1 Aspectos epidemioldgicos da leishmaniose tegumentar no Brasil................ 39

3.2 Formas clinicas da leishmaniose tegumentar.............c.cccccveveiieiiievcsiicseenns 40

3.3 Resposta imune na leishmaniose CUtANEa..............ccccvevieiievrciesec e 41

3.4 O 6xido nitrico e a infec¢do por Leishmania...........ccccoceveeveiieveccciicceee 46

3.5 Diagndstico da leishmaniose CUtANEa...........c.ccveiveieiieseccc e 47

3.6 Tratamento da leishmaniose CUtANEA............cccooveiiiiiinicie e 49
4 POPULACAO, MATERIAIS E METODOS........coooviieeiieeeeseesvessee e 50

4.1 Descrigao da area estudada............ccoereererrieiiiiese e, 51

4.2 ProCedimentOS BLICOS. ......cuiueiueririerieieie sttt 52

4.3 Caracterizacdo da populacdo avaliada..............ccceevevvievveieiieii e 53

4.3.1 Critérios de iNCIUSAO.........ccceiieiiiiieieise e 54
4.3.2 Critérios de exXCIUSAO...........ccovriiiiiiieie e 54

4.4 Obtencdo de formas promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis e

marcagdo com Isotiocianato de fluoresceina (FITC).......ccoovvvvviiieieiencninenen 56
4.5 Preparacdo e obtencgéo de antigeno soltvel de Leishmania (V.) braziliensis
(LSA ..ottt 58
4.6 CARACTERIZACAO DA RESPOSTA IMUNE SISTEMICA E
LOCALIZADA . ..ottt sttt n s 58
47 CARACTERIZACAO DA RESPOSTA IMUNE NO SANGUE
PERIFERICO DA POPULAGCAO AVALIADA.........ooooeveeeeeeeeeeeeeeneeesrnan, 59

4.7.1 Ensaios de fagocitose de formas promastigotas vivas de Leishmania

(V.) BrazilienSis. .......ccveiieee et 59

Xl



4.7.2 Avaliacdo do perfil imunofenotipico em mondcitos do sangue

periférico da populacdo avaliada..............ccccceevveiiiiiic s 60
4.7.3 Avaliacdo do perfil de citocinas intracitoplasmaticas em mondcitos e

linfécitos T CD4" e CD8" do sangue periférico..........cccveerirrrinsienenenenennen. 63
4.7.4 Estratégias experimentais utilizadas para analise dos dados................ 64

4.7.5 Aquisicéo e analise ex vivo da capacidade fagocitica de monocitos do
sangue periférico por citometria de fluXo...........ccoccvveiivevicicce e 65

4.7.6 Aquisicdo e analise ex vivo do fenotipo celular e perfil de citocinas
intracitoplasmaticas em células CD14"FL-1" (Leish) e CD14'FL-1*
(Leish*) do sangue periférico por citometria de fluxo.........c..ccceevevieriennnen, 66

4.7.7 Avaliagio do fendtipo celular e perfil de citocinas
intracitoplasmaticas em mondcitos e linfécitos T CD4* e CD8" do sangue
periférico, considerando a capacidade fagocitica relativa...............ccccocue...e. 69

4.7.7.1 Aquisicdo e analise ex vivo do fendtipo celular de mondcitos do
sangue periférico por citometria de fluXo.........c.ccoccveviiieiiiiiiicce e, 70

4.7.7.2 Aquisicdo e analise pds-estimulacdo in vitro de citocinas
intracitoplasmaticas em mondcitos e linfocitos T CD4* e CD8* do
sangue periférico por citometria de fluXo...........cccccveveiieiiiiciecce e 71

4.7.8 Avaliacdo dos niveis de éxido nitrico intracelular em mondcitos do
sangue periférico, ap6s estimulagdo in vitro com antigeno soltvel de L.
(V.) BrazilienzZis.........oooiiieie e 73

4.7.8.1 Aquisicdo e andlise ex vivo dos niveis de ¢xido nitrico
intracelular em mondcitos do sangue periférico por citometria de
FIUXO e 75

4.8 CARACTERIZACAO DA RESPOSTA IMUNE NO INFILTRADO
INFLAMATORIO DE LESOES DE PACIENTES PORTADORES DE

LEISHMANIOSE CUTANEA.......cooviieveieeeteesveeieeesesesee s senissssessess e 76
4.8.1 POPUIACAOD 0B ESTUUOD.......ouviviiiiiiiisiieie e 76
4.8.2 Analise hiStOPatOlOgICa. ........evviiviriiiieiieie e 77
4.8.3 Avaliacdo da expresséo génica relativa por RT-gPCR.........ccccceevenen. 77

4.8.3.1 Extragcdo simultinea de RNA e DNA total de tecidos
provenientes de lesdes de pacientes portadores de leishmaniose

CULANBA. ..ottt b ettt r e st et e b sbesbeeneereeneeneens 77
4.8.3.2 Sintese de acido desoxirribonucleico complementar - cDNA..... 78
4.8.3.3 Selecao de INICIAUOIES. .......ccveieiieiieie e 79
4.8.3.4 Avaliacdo da uniformidade dos niveis de expressdo do controle

0 [T T=1 T F SRR 81
4.8.3.5 Avaliacdo da eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores............. 81

Xl



4.8.3.6 Deteccdo dos niveis de expressdo génica de citocinas e

quimiocinas POr RT-QPCR ..o 82
4.8.3.7 Analise do perfil panordmico de citocinas e quimiocinas
moduladoras/inflamatOrias. ..ot 82
4.8.3.8 Anélise por Heat map e agrupamento hierarquico....................... 83
4.8.4 Quantificagdo da carga parasitaria...........cceevevverereresesiesesieseeeeeeeens 83
4.8.4.1 Fragmento alvo € INiCIadOreS..........cccevveveiiieiie e 83
4.8.4.2 Construcdo da curva Padrao..........cccceveeveeseesieeseesieseesie e saenneas 84
4.8.4.3 PCR quantitativa em tempo real...........ccccoevviveiieieiie e 84
4.9 Analise estatistica d0S dad0S...........coeerireiiiiieeie e 85
S RESULTADOS......cco ettt et ne e e 86

5.1 TOPICO I: Avaliacdo da capacidade fagocitica e caracterizacdo do perfil
fenotipico-funcional de mondcitos e linfocitos T do sangue periférico de
pacientes portadores de leishmaniose cutdnea, apds interagdo com
promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis...........ccccceveiieiv i 88

5.1.1 Avaliacdo da capacidade fagocitica de mondcitos do sangue
periférico de pacientes portadores de leishmaniose cutanea, apos interacdo
com promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis.........c.ccccoocvvviviiiviiciienne 89

5.1.1.1 Avaliacgéo de receptores Fcy (CD16, CD32 e CD64) e receptor
do Complemento (CD35) em células CD14*FL-1" (Leish’) e CD14*FL-
1" (Leish*) do sangue periférico de pacientes portadores de
leishmaniose cutanea, apds interacdo com promastigotas vivas de L.
(V.) Braziliensis.........coeieeiiiic e 90

5.1.1.2 Avaliacdo de moléculas de ativacdo (HLA-DR, MHC-I e
CD23) em células CD14'FL-1" (Leish)) e CD14*FL-1" (Leish*) do
sangue periférico de pacientes portadores de leishmaniose cuténea,
apods interacdo com promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis.............. 91

5.1.1.3 Avaliacao de moléculas de co-estimulacdo (CD80 e CD86) em
células CD14*FL-1" (Leish’) e CD14'FL-1* (Leish™) do sangue
periférico de pacientes portadores de leishmaniose cutanea, apos
interagdo com promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis............c......... 93

5.1.1.4 Avaliacdo de receptores Toll (TLR-2 e TLR-4) em celulas
CD14'FL-1" (Leish’) e CD14"FL-1" (Leish™) do sangue periférico de
pacientes portadores de leishmaniose cutanea, apos interacdo com
promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis..........ccccocovceiiininiiiicien, 94

Xl



5.1.1.5 Avaliagéo do perfil de citocinas intracelulares (IL-12, TNF-a,
IL-10 e TGF-B,) em células CD14*FL-1" (Leish)) e CD14*FL-1*
(Leish*) do sangue periférico de pacientes portadores de leishmaniose
cutanea, apds interacdo com promastigotas vivas de L. (V.)
DrAZITIENSIS. ...

5.1.2 Avaliacdo do perfil fenotipico-funcional de mondcitos e linfdcitos T
do sangue periférico de pacientes portadores de leishmaniose cuténea,
considerando a capacidade fagocitica relativa............cccccevvvieiiieiciieiienns

5.1.2.1 Avaliacdo de receptores Fcy (CD16, CD32 e CD64) e receptor
do Complemento (CD35) em mondcitos do sangue periférico de
pacientes portadores de leishmaniose cutanea, considerando a
capacidade fagocitica relativa............cccoceveiiiienciieese e,

5.1.2.2 Avaliacdo de moleculas de ativacdo (HLA-DR, MHC-I e
CD23) em mondcitos do sangue periférico de pacientes portadores de
leishmaniose cutanea, considerando a capacidade fagocitica relativa.....

5.1.2.3 Avaliacdo de moléculas de co-estimulacdo (CD80 e CD86) em
monocitos do sangue periférico de pacientes portadores de
leishmaniose cutanea, considerando a capacidade fagocitica relativa.....

5.1.2.4 Avaliagdo de receptores Toll (TLR-2 e TLR-4) em mondcitos
do sangue periférico de pacientes portadores de leishmaniose cutanea,
considerando a capacidade fagocitica relativa............cccccocereiiciicnnnn

5.1.2.5 Avaliacdo do perfil de citocinas intracelulares (IL-12, TNF-q,
IL-10 e TGF-B) em mondcitos do sangue periférico de pacientes
portadores de leishmaniose cutanea, considerando a capacidade
fagoCitiCa relatiVa.........ccocoveiiiiicce e

5.1.2.6 Avaliagdo do perfil de citocinas intracelulares (IFN-y, IL-17,
IL-10 e IL-4) em linfécitos T CD4" do sangue periférico de pacientes
portadores de leishmaniose cutanea, considerando a capacidade
fagoCitica relatiVa...........coooiveieiiec e

5.1.2.7 Avaliacdo do perfil de citocinas intracelulares (IL-10, IL-4,
IFN-y e IL-17) em linfécitos T CD8" do sangue periférico de pacientes
portadores de leishmaniose cutanea, considerando a capacidade
TAgOCITICA FEIALIVA.........eviiiicieee s

5.1.3 Avaliagédo dos niveis de oxido nitrico intracelular em mondcitos do
sangue periferico de pacientes portadores de leishmaniose cutéanea..............

5.1.4 Avaliagdo da capacidade fagocitica e perfil fenotipico-funcional em
monacitos e linfocitos T do sangue periférico de pacientes portadores de
leishmaniose cuténea, de acordo com o tempo de evolucédo da leséo............

95

97

98

99

101

102

103

104

106

107

X1V



5.1.4.1 Avaliacdo da capacidade fagocitica de mondcitos do sangue
periférico de pacientes portadores de leishmaniose cutanea apos
interacdo com promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis, de acordo
cOM 0 tempo de eVOIUGED da 1ESA0...............veeeeeeeeeeeeee e 109

5.1.4.2 Avaliacdo de receptores Fcy, do Complemento e Toll,
moléculas de ativacdo e co-estimulacdo em mondcitos do sangue
periférico de pacientes portadores de leishmaniose cutanea, de acordo
com 0 tempo de evOolUGAO0 da 1€SA0.........cccveeeiieeiieie e 110

5.1.4.3 Avaliacdo do perfil de citocinas intracelulares em mondcitos e
linfocitos T CD4" e CD8" do sangue periférico de pacientes portadores
de leishmaniose cutanea, de acordo com o tempo de evolucdo da
1o (o TSSO 111

5.1.4.4 Avaliacdo dos niveis de Oxido nitrico intracelular em
mondcitos do sangue periférico de pacientes portadores de

leishmaniose cutanea, de acordo com o tempo de evolucdo da leséo...... 113

5.2 TOPICO II: Caracterizacdo da resposta imune no infiltrado inflamatério
de lesBes de pacientes portadores de leishmaniose cutanea..............ccccccevevvernnnne 114
5.2.1 Caracterizacdo da populacao de estudo..........ccccvevevieieereiie e, 115
5.2.2 Analise histopatolOgiCa...........ccoueveeiiiiiieii e 117

5.2.3 Quantificacdo da carga parasitaria no infiltrado inflamatério de
lesGes de pacientes portadores de leishmaniose cutanea, de acordo com o
tempo de evoluGao da [€SE0...........ccuviiiiie 119

5.2.4 Anélise por Heat map e agrupamento hierrquico............ccccecvrerienennee. 119

5.2.5 Perfil de expressdo génica no infiltrado inflamatdrio de lesbes de
pacientes portadores de leishmaniose cutanea, de acordo com o tempo de
EVOIUGAD da 1ESA0.....c.uiiueiceiecieecie et 121

5.2.6 Perfil panoramico de citocinas e quimiocinas
inflamatorias/moduladoras  no infiltrado inflamatorio de lesGes de
pacientes portadores de leishmaniose cutanea, de acordo com o tempo de
EVOIUGED da 1ESA0.......c.eiiiiiiiiciiiiee s 123

5.2.7 Andlise de correlacdo entre citocinas analisadas no sangue periférico
e citocinas/quimiocinas expressas no infiltrado inflamatério de lesdes de
pacientes portadores de leishmaniose cutanea, de acordo com o tempo de

EVOIUGEAD da 1ESE0.....cuviieeieiee et 124
5.2.7.1 Monécitos circulantes X Infiltrado inflamatério..........ccccveeee... 124
5.2.7.2 Linfécitos T circulantes X Infiltrado inflamatério....................... 126

5.3 TOPICO I11; Sintese dos reSUIA0S. ........ovveveeeeeeeereeree e oo e e e, 129



5.3.1 Alteracdes fenotipico-funcionais em mondcitos circulantes da
populagdo avaliada que ndo fagocitaram (CD14'FL-17/Leish) e
fagocitaram (CD14"FL-1*/Leish*) promastigotas de L. (V.) braziliensis...... 130

5.3.2 Alterac0es fenotipico-funcionais em mondcitos e linfocitos T CD4" e
CD8" circulantes da populacdo avaliada, considerando a capacidade
fAgOCITICA FEIALIVA.........eveciececeeee s 131

5.3.3 Alteracdes fenotipico-funcionais no sangue periférico e perfil de
expressdo génica no infiltrado inflamatério da lesdo de pacientes
portadores de leishmaniose cutanea, de acordo com o tempo de evolucéo

B IESAO. ...ttt 133

5.3.4 Proposicdo de biomarcadores associados a resisténcia a LC e ao

desenvolvimento e manutencgao da [€S80..........cccoovvviiiiciieiec 134
B DISCUSSAD.......coiiiriiriieieiiee st 136
7 CONCLUSAO. ...ttt 152
B ANEXOS. ... 154

8.1 Ministério da Saude/Conselho Nacional de Saude/Comissdo Nacional de
ELICA 1M PESGUISA .....v.veveeeeeeeteeeee sttt en sttt en st 155

8.2 Ministério da Saude/Fundacdo Oswaldo Cruz/Centro de Pesquisa René
RACNOU/COMILE 08 ELICA. .........cvvereeeeceeeeeseeiese et 158

8.3 Ministério da Justica/Fundacio Nacional do Indio - Autorizagdo para
INGresso em Terra INAIgENA. .........cooeieirieesereese e 159

8.4 Publicacdo cientifica do estudo intitulada “Gene expression profile of
cytokines and chemokines in skin lesions from Brazilian Indians with
localized cutaneous leishmaniasis”, Costa-Silva et al. Molecular Immunology,

XVI



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Vias metabdlicas da L-arginina na leishmaniose cutanea. O metabolismo
da L-arginina desempenha papel-chave na ativacdo de macrofagos e sobrevivéncia da
Leishmania. A ativacdo classica de macrofagos por citocinas da resposta Tipo 1
(TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-2) induz maior atividade da enzima iNOS e producdo de NO
e citrulina. A sintese de NO leva a formacdo de reativos de oxigénio (ROS) e
nitrogénio (NROS) e eliminac¢do do parasito. A ativacdo alternativa de macréfagos
por citocinas da respota Tipo 2 (IL-10, TGF-B, IL-4, IL-13) promove maior atividade
da enzima arginase, resultando na sintese de poliaminas (putrescina, espermidina e,
espermina). As poliaminas sdo utilizadas como nutrientes pelas formas amastigotas
dentro do vacuolo parasitoforo, contribuindo para o crescimento do parasito e
ProliferaGdo da INTECGAD.........cueiiiie e

Figura 2: Localizacdo geografica do municipio de Sdo Jodo das Missbes, Minas
Gerais, Brasil, destacando-se em verde a regido ocupada pela Comunidade Indigena
XAKITADA. ...t e

Figura 3: Vista panordmica da comunidade indigena Xakriabd, localizada na regido
norte do estado de Minas Gerais, BraSil..........ccoovviiiieiiiiiiiiiie e

Figura 4: Desenho esquematico, ilustrando procedimentos realizados para
classificacdo da populacdo avaliada. Apos realizacdo dos exames diagnosticos, a
populacdo estudada foi categorizada em trés diferentes grupos: grupo com
leishmaniose cutanea (LC), grupo com teste Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL)
€ GrUPO CONTIOIE (CT)ieiiiieieeite st

Figura 5: Caracterizacdo das lesdes dos pacientes portadores de leishmaniose
cuténea (LC) da comunidade indigena Xakriaba. A Figura 5A representa um paciente
com apenas uma lesdo do tipo Ulcero-crostosa. 5B representa um paciente com duas
lesGes vegetantes. 5C representa um paciente com lesdo tipica em forma de Ulcera
ovalada de base eritematosa, infiltrada com fundo avermelhado e bordas bem
delimitadas e elevadas. 5D representa um paciente com lesdo atipica em forma de
Q1P Lo W] (o= - o - USSP PSPRTRPTRRPR

Figura 6: Esquema ilustrativo da selecdo e marcacdo de formas promastigotas vivas
de Leishmania (V.) braziliensis. A figura 6A representa o perfil de promastigotas de
Leishmania (V.) braziliensis, selecionadas na janela “gate Promastigotas” em grafico
de distribuicdo pontual de tamanho versus granulosidade. A figura 6B representa a
intensidade média de fluorescéncia apresentada pelos parasitos ap6s a marca¢édo com
FITC em grafico de hiStOgramaL...........cccccvveiieiiiiie it

Figura 7: Desenho esquematico, ilustrando as estratégias experimentais utilizadas
para caracterizacdo da resposta imune no sangue periférico e no infiltrado

47

o1

52

54

56

57

XVII



inflamatdrio de lesdes de pacientes portadores de leishmaniose cutanea. *A avaliacéo
da producdo de 6xido nitrico intracelular foi realizada ap6s estimulo com antigeno
solivel de LeiShmMania (LSA).......oiiiiiiiieieieriesie ettt sttt ne e eneeneas

Figura 8: Desenho esquematico, ilustrando estratégias experimentais utilizadas para
andlise da capacidade fagocitica e perfil fenotipico-funcional da populacéo avaliada,
de acordo com as classificaghes ProPOSLaS. ........cccivveiverieiieieerie e s e

Figura 9: Analise representativa da capacidade fagocitica de mondcitos do sangue
periférico da populagédo avaliada (grupo com teste de Montenegro positivo sem lesdo
- TM*sL) por citometria de fluxo. A figura 9A representa o perfil celular da
populacdo de mondcitos, selecionada na janela “gate” mondcitos em grafico de
densidade de fluorescéncia-3 (CD14-PerCP) em funcéo da granulosidade. A figura
9B representa o perfil de analise da populacdo de mondcitos na auséncia de formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis em gréafico de densidade de fluorescéncia-1 (FL-
1) versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP). A figura 9C representa o perfil de anélise
da populacdo de mondcitos na presenca de formas promastigotas de L. (V.)
braziliensis marcadas com FITC, indicando no quadrante duplo positivo (Q2) o
percentual de mondcitos que fagocitaram o parasito-FITC em grafico de densidade de
fluorescéncia-1 (FITC) versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP).......ccccovveienviiiiniennn

Figura 10: Andlise de células CD14"FL-1" (Leish”) e CD14'FL-1" (Leish™) do
sangue periférico da populacdo avaliada (grupo com leishmaniose cuténea - LC) por
citometria de fluxo. A figura 10A representa o perfil celular da populacdo de
monocitos (células CD14"), selecionada na janela “gate” mondcitos em gréafico de
densidade de fluorescéncia-3 (CD14-PerCP) em funcdo da granulosidade. 10B
representa o perfil de analise de células Leish™ e Leish® em grafico de contorno de
fluorescéncia-1 (FL-1) versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP). 10C e 10D
representam o perfil de andlise de células Leish™ e Leish®, respectivamente, positivas
para CD16 no quadrante duplo positivo (Q2) em gréafico de zebra de fluorescéncia-2
(CD16-PE) versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP). 10E e 10F representam a analise
da molécula HLA-DR por intensidade média de fluorescéncia (IMF) na populacédo de
células Leish™ e Leish™, respectivamente, em gréfico de histograma de fluorescéncia-2
(HLA-DR-PE) versus nimero de eventos. 10G e 10H representam o perfil de analise
de células Leish™ e Leish™, respectivamente, positivas para citocina TGF-B no
quadrante duplo positivo (Q2) em grafico de zebra de fluorescéncia-2 (TGF-B-PE)
versus fluorescéncia-3 (CD14-PEICP).....cc.ooi it

Figura 11: Estratégia para calculo do indice “Capacidade fagocitica relativa”. A
figura 11A representa o perfil celular da populacdo de mondcitos, selecionada na
janela “gate” monocitos em grafico de densidade de fluorescéncia-3 (CD14-PerCP)
versus granulosidade. 11B representa o perfil de analise de mondcitos Leish™ e Leish*
em grafico de contorno de fluorescéncia-1 (FL-1) versus fluorescéncia-3 (CD14-
PerCP). A férmula utilizada para célculo do indice “Capacidade fagocitica relativa”
esta ilustrada dentro do GrafiCO........ccoveiiiiiiiiiice e

59

65

66

68

XVl



Figura 12: Analise do fendtipo celular de mondcitos do sangue periférico da
populagdo avaliada (grupo com teste de Montenegro positivo sem lesdo - TM*sL) por
citometria de fluxo. A figura 12A representa o perfil celular da populacdo de
mondcitos, selecionada na janela “gate” mondcitos em grafico de densidade de
fluorescéncia-3 (CD14-PerCP) versus granulosidade. A figura 12B representa o perfil
de andlise da populacdo de mondcitos positivos para CD23 no quadrante duplo
positivo (Q2) em grafico de zebra de fluorescéncia-2 (CD23-PE) versus
FlUOreSCENCIAa-3 (CDLA-PEICP)......cceiiieie ettt

Figura 13: Andlise do fendtipo celular de mondcitos do sangue periférico da
populagédo avaliada (grupo com leishmaniose cutanea - LC) por citometria de fluxo.
A figura 13A representa o perfil celular da populacdo de mondcitos, selecionada na
janela “gate” mondcitos em gréfico de densidade de fluorescéncia-3 (CD14-PerCP)
versus granulosidade. A figura 13B representa a deteccdo da molécula CD35 na
populacdo de mondcitos, em grafico de histograma de fluorescéncia-2 (CD35-PE)
VEISUS NUMETO 08 BVENTOS. ....viuviieieitiitieiesiiesieie sttt sttt e et bbb b e ene s enens

Figura 14: Analise de mondcitos do sangue periférico da populacdo avaliada (grupo
com leishmaniose cutanea - LC) por citometria de fluxo. A figura 14A representa o
perfil celular da populacdo de mondcitos, selecionada na janela “gate” mondcitos em
grafico de densidade de fluorescéncia-3 (CD14-PerCP) versus granulosidade. A
figura 14B representa o perfil de analise da populagdo de mondcitos positivos para
citocina TNF-o. no quadrante duplo positivo (Q2) em grafico de zebra de
fluorescéncia-2 (TNF-a-PE) versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP).........ccocvvvrvivennnnn.

Figura 15: Analise de linfécitos T CD4* do sangue periférico da populacdo avaliada
(grupo controle - CT) por citometria de fluxo. A figura 15A representa o perfil celular
da populacdo de linfocitos totais, selecionada na janela “gate” linfdcitos totais em
grafico de densidade de tamanho versus granulosidade. A figura 15B representa o
perfil de analise da populagdo de linfécitos TCD4" positivos para citocina IL-4 no
quadrante duplo positivo (Q2) em grafico de zebra de fluorescéncia-2 (IL-4-PE)
versus fluorescéncia-3 (CD4-PErCP).......ccv oot

Figura 16: Analise de linfécitos T CD8" do sangue periférico da populacdo avaliada
(grupo controle - CT) por citometria de fluxo. A figura 16A representa o perfil celular
da populacdo de linfocitos totais, selecionada na janela “gate’ linfocitos totais em
gréfico de densidade de tamanho versus granulosidade. A figura 16B representa o
perfil de analise da populagdo de linfécitos TCD8" positivos para citocina IL-10 no
quadrante duplo positivo (Q2) em grafico de densidade de fluorescéncia-2 (1L-10-PE)
versus fluorescéncia-3 (CD8-PEIrCP).......cccooiiieiiiiece s

Figura 17: Analise dos niveis de 6xido nitrico intracelular em mondcitos do sangue
periférico da populacdo avaliada (grupo com teste de Montenegro positivo sem leséo
- TM*sL) por citometria de fluxo. A figura 17A representa o perfil celular da

71

71

72

73

73

XIX



populacdo de mondcitos, selecionada na janela “gate” mondcitos em grafico de
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Figura 22: Avaliacdo de moléculas de co-estimulagdo em mondcitos Leish™ e
Leish* de individuos dos grupos Controle (CT = 15), Teste de Montenegro
positivo sem lesdo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cutanea (LC = 23). Os resultados
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estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil do percentual de CD80 (A)
e intensidade média de fluorescéncia (IMF) de CD86 (B) em células CD14*FL-1" e
CD14*FL-1" em formato de graficos de barras. As diferencas estatisticamente
significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em relacdo ao grupo LC estdo
representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferencas estatisticamente
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entre os grupos CT e TM*sL em relacdo ao grupo LC estdo representadas pelas letras
a e b, respectivamente. As diferencas estatisticamente significativas entre células
Leish™ e Leish™ estdo representadas por asterisCo (*)......coccervreereeerereeieneeiereneeseeerennes

Figura 25: Avaliagdo do perfil de receptores Fcy e do complemento em
monacitos de individuos dos grupos Controle (CT = 15), Teste de Montenegro
positivo sem lesdo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cuténea (LC = 23),
considerando a capacidade fagocitica relativa. Os resultados estdo apresentados
como mediana da razdo entre cultura estimulada por promastigotas vivas de L. (V.)
braziliensis/cultura controle e intervalo interquartil do IE dos receptores CD16 (A),
CD32 (B), CD64 (C) e CD35 (D) em células CD14" em formato de graficos de
barras. As diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e
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Figura 26: Avaliacdo de moléculas de ativacdo em monacitos de individuos dos
grupos Controle (CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL =
15) e Leishmaniose cutanea (LC = 23), considerando a capacidade fagocitica
relativa. Os resultados estdo apresentados como mediana da razdo entre cultura
estimulada por promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis/cultura controle e intervalo

94

95

97

99

XXI



interquartil do IE das moléculas HLA-DR (A), MHC-I (B) e CD23 (C) em celulas
CD14" em formato de graficos de barras. As diferencas estatisticamente significativas
(p <0,05) entre os grupos CT eTM*sL em relacdo ao grupo LC estdo representadas
pelas letras a e b, respectivamente. As diferencas estatisticamente significativas entre
pacientes com { capacidade fagocitica e T capacidade fagocitica estdo representadas
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Figura 27: Avaliacdo de moléculas de co-estimulacdo em mondcitos de
individuos dos grupos Controle (CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem
leséo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cutanea (LC = 23), considerando a
capacidade fagocitica relativa. Os resultados estdo apresentados como mediana da
razdo entre cultura estimulada por promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis/cultura
controle e intervalo interquartil do IE das moléculas CD80 (A) e CD86 (B) em
células CD14* em formato de graficos de barras. As diferencas estatisticamente
significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em relacdo ao grupo LC estdo
representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferencas estatisticamente
significativas entre pacientes com { capacidade fagocitica e T capacidade fagocitica
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Figura 28: Avaliacdo de receptores do tipo Toll em mondcitos de individuos dos
grupos Controle (CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL =
15) e Leishmaniose cutanea (LC = 23), considerando a capacidade fagocitica
relativa. Os resultados estdo apresentados como mediana da razdo entre cultura
estimulada por promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis/cultura controle e intervalo
interquartil do IE dos receptores TLR-2 (A) e TLR-4 (B) em células CD14" em
formato de gréficos de barras. As diferencas estatisticamente significativas (p <0,05)
entre os grupos CT e TM*sL em relacdo ao grupo LC estdo representadas pelas letras
a e b, respectivamente. As diferencas estatisticamente significativas entre pacientes
com { capacidade fagocitica e T capacidade fagocitica estdo representadas por
S (<] ol 0 I () TSP TP PP PRSP RPT

Figura 29: Avaliacéo de citocinas intracelulares em mondcitos de individuos dos
grupos Controle (CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL =
15) e Leishmaniose cutanea (LC = 23), considerando a capacidade fagocitica
relativa. Os resultados estdo apresentados como mediana da razdo entre cultura
estimulada por promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis/cultura controle e intervalo
interquartil do IE das citocinas IL-12 (A), TNF-a (B), IL-10 (C) e TGF-B (D) em
células CD14" em formato de graficos de barras. As diferencas estatisticamente
significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em relacdo ao grupo LC estdo
representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferencas estatisticamente
significativas entre pacientes com { capacidade fagocitica e T capacidade fagocitica
estdo representadas POr aSTEIISCO (F)...oververeriririeie et
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Figura 30: Avaliacdo de citocinas intracelulares em linfocitos T CD4* de
individuos dos grupos Controle (CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem
leséo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cutanea (LC = 23), considerando a
capacidade fagocitica relativa. Os resultados estdo apresentados como mediana da
razdo entre cultura estimulada por promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis/cultura
controle e intervalo interquartil do IE das citocinas IFN-y (A), IL-17 (B), IL-10 (C) e
IL-4 (D) em linfocitos T CD4* em formato de graficos de barras. As diferencas
estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em relacdo ao
grupo LC estdo representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferencgas
estatisticamente significativas entre pacientes com { capacidade fagocitica e T
capacidade fagocitica estao representadas por asterisCo (*).......cccoveveererieereesieerieseennn

Figura 31: Avaliacdo de citocinas intracelulares em linfocitos T CD8* de
individuos dos grupos Controle (CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem
lesdo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cutédnea (LC = 23), considerando a
capacidade fagocitica relativa. Os resultados estdo apresentados como mediana da
razdo entre cultura estimulada por promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis/cultura
controle e intervalo interquartil do IE das citocinas IFN-y (A), IL-17 (B), IL-10 (C) e
IL-4 (D) em linfocitos T CD8* em formato de graficos de barras. As diferencas
estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em relacdo ao
grupo LC estdo representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferencgas
estatisticamente significativas entre pacientes com { capacidade fagocitica e T
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Figura 32: Avaliacdo dos niveis de NO intracelular em mondcitos de individuos
dos grupos Controle (CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL
= 15) e Leishmaniose cuténea (LC = 23). Os resultados estdo apresentados como
mediana da raz&o entre culturas estimuladas por LPS e Ag-Leish/cultura controle e
intervalo interquartil do IE de células CD14'DAF-2T" em formato de graficos de
barras. As diferencas estatisticamente significativas entre os estimulos LPS e Ag-
Leish foram consideradas quando o valor de p <0,05. As diferencas estatisticamente
significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em relacdo ao grupo LC estdo
representadas pelas letras a e b, respectivamente..........ccccovveiieeiiie e

Figura 33: Avaliacdo da capacidade fagocitica de mondocitos de pacientes
portadores de leishmaniose cutéanea (LC), de acordo com o tempo de evolucgéo da
lesdo (recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). Os resultados estdo apresentados
como mediana e intervalo interquartil do IE de células CD14"FL-1" em formato de
graficos de barras que representam 0s grupos leséo recente (|:| = 07) e tardia (l =
16). A diferenca estatiscamente significativa entre os grupos foi considerada quando
(IR (o] e (=38 o IR 0 L TSSOSO

Figure 34: Avaliacdo do perfil imunofenotipico em mondcitos de pacientes
portadores de leishmaniose cuténea (LC), de acordo com o tempo de evolucéo da
lesdo (recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). Os resultados estdo apresentados
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como mediana da razdo entre cultura estimulada por promastigotas vivas de L. (V.)
braziliensis/cultura controle e intervalo interquartil do IE dos receptores Fcy CD16
(A), CD32 (B) e CD64 (C), do complemento CD35 (D), moléculas de ativacdo HLA-
DR (E), MHC-I (F) e CD23 (G), moléculas de co-estimulacdo CD80 (H) e CD86 (I) e
receptores Toll TLR-2 (J) e TLR-4 (K) em células CD14* em formato de graficos de
barras. As diferencas estatiscamente significativas entre os grupos leséo recente (|:|, n
= 07) e tardia (l, n = 16) foram consideradas quando o valor de p <0,05.....................

Figura 35: Avaliacdo do perfil de citocinas intracelulares em mondcitos e
linfcitos T CD4* e CD8* de pacientes portadores de leishmaniose cutanea (LC),
de acordo com o tempo de evolucio da lesdo (recente: < 3 meses e tardia: > 3
meses). Os resultados estdo apresentados como mediana da razdo entre cultura
estimulada por promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis/cultura controle e intervalo
interquartil do IE das citocinas IL-12 (A), TNF-a (B), IL-10 (C) e TGF-B (D) em
células CD14" e IFN-y, IL-17, IL-10 e IL-4 em linfécitos T CD4" e CD8" (Ea L) em
formato de graficos de barras. As diferencas estatiscamente significativas entre os
grupos leséo recente (|:|, n = 07) e tardia (l, n = 16) foram consideradas quando o
(2210 g0 (e IR 01 0L SR

Figura 36: Avaliacdo dos niveis de NO intracelular em mondcitos de pacientes
portadores de leishmaniose cutéanea (LC), de acordo com o tempo de evolucéo da
lesdo (recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). Os resultados estdo apresentados
como mediana da razdo entre culturas estimuladas por LPS e Ag-Leish/cultura
controle e intervalo interquartil do IE de células CD14'DAF-2T* em formato de
graficos de barras. As diferencas estatisticamente significativas entre os estimulos
LPS e Ag-Leish foram consideradas quando o valor de p <0,05. As diferencas
estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos lesdo recente (n = 07) e
tardia (n = 16) estdo representadas pela letra a........ccovvveeveiie e

Figura 37: Analise histopatologica da populacdo avaliada. As Figuras 1A e 1B
representam fotomicroscopias de paciente do grupo controle com hiperceratose e
hiperplasia focal de queratindcitos basais. Auséncia de infiltrado inflamatério. 1C e
1D representam paciente portador de leishmaniose cutanea (LC) com leve
hiperceratose e reagdo exsudativa com discreto infiltrado inflamatoério mononuclear,
composto predominantemente por linfécitos e plasmocitos. 1E e 1F representam
paciente portador de LC com reacdo exsudativa caracterizada por necrose focal e
moderado infiltrado inflamatorio misto, rico em linfocitos, plasmacitos e histiocitos.
1G e 1H representam paciente portador de LC com reagdo exsudativa e necrotico-
granulomatosa caracterizada por acentuado infiltrado inflamat6rio misto, rico em
linfocitos, plasmacitos e histiocitos. Presenca de células gigantes multinucleadas (seta
curta) e de amastigotas intracelulares (seta longa). As laminas foram coradas por
hematoxilina e eosina (H&E). Painel a esquerda: fotomicroscopias com ampliacao
de 20x; Painel a direita: fotomicroscopias com ampliacdo de 63X...........cccccevverrernnnnn.
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Figura 38: Quantificacdo da carga parasitaria em lesdes de pacientes portadores
de leishmaniose cuténea (LC), de acordo com o tempo de evolucdo da lesdo
(recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). Os resultados estdo apresentados como
mediana e intervalo interquartil do nimero de cépias de SSU rRNA em formato de
graficos de barras que representam os grupos leséo recente (|:| = 07) e tardia (l =
10). A diferenca estatisticamente significativa entre os grupos foi considerada quando
O VAlOr e P <O,05. . et nreeae e

Figura 39: Heat map e agrupamento hierarquico de genes expressos em lesdes
de pacientes portadores de leishmaniose cutanea (LC), segundo tipo, tempo e
namero de lesdo, respectivamente. A expressdo relativa dos genes avaliados foi
apresentada pelo método 224t e os dados plotados foram convertidos para score-Z.
Os pacientes foram estratificados por tipo (cinza representa lesbes tipicas e azul
atipicas), tempo (ciano representa lesGes recentes e magenta tardias) e numero de
lesBes (laranja representa uma e violeta mais do que uma lesao)........ccccevevveeverieiieennnns

Figura 40: Perfil de expressdo génica em lesbes de pacientes portadores de
leishmaniose cutanea (LC), de acordo com o tempo de evolucdo da lesdo
(recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). Niveis de transcritos de citocinas e
quimiocinas moduladoras (IL10, TGFB1, IL4 - A a C) e inflamatérias (IL12B, IFNG,
TNF, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL10 - D aJ) no infiltrado inflamatério de pacientes
dos grupos leséo recente (|:| = 09) e tardia (l = 09). Os resultados estdo apresentados
como mediana e intervalo interquartil de 222t em formato de gréficos de barras. As
diferencas estatiscamente significativas entre os grupos lesdo recente e tardia foram
consideradas quando 0 valor de P <0,05.........coiiiiiieiieie e

Figura 41: Perfil panoramico da expressdo génica relativa de citocinas e
guimiocinas em lesbes de pacientes portadores de leishmaniose cutanea (LC), de
acordo com o tempo de evolucdo da lesio (recente: < 3 meses e tardia: > 3
meses). O perfil global das citocinas/quimiocinas reguladoras/anti-inflamatoria I1L10,
TGFB1, IL4 (|:|) e inflamatorias IL12B, IFNG, TNF, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL10
(l) esta representado por uma curva ascendente da frequéncia de pacientes que
apresentam alta expressdo de mRNA dos genes avaliados. A analise comparativa do
perfil panoramico de citocinas e quimiocinas entre os grupos lesdo recente (-0 M-
) e tardia (-A—- —A-) foi realizada por sobreposicdo das assinaturas (rodapé). As
linhas pontilhadas destacam os percentis 25, 50 e 75 usados como referéncia para
andlises comparativas. Diferencas significativas foram consideradas quando a
frequéncia de determinada citocina/quimiocina ultrapassou o percentil 50,
representada POr UM @STEMISCO (¥)...vevevererierieriesii ettt

Figura 42: CorrelagOes entre citocinas sintetizadas por mondcitos circulantes e
citocinas/quimiocinas expressas em lesdes de pacientes portadores de
leishmaniose cutanea (LC), de acordo com o tempo de evolucdo da leséo
(recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). Os resultados estdo apresentados em
formato de gréaficos de dispersdo com valores individuais. Indices de correlagdo de
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Spearman (r) estdo apresentados nos graficos e correlagbes estatiscamente
significativas entre as citocinas avaliadas foram consideradas quando o valor de p
<0,05. Linhas conectivas representam correlagdes positiva e negativa. Os valores de
“r” e “p” para cada correlacdo estdo inseridos dentro dos graficos.........ccceevveiiiivinnnnne.

Figura 43: Correlagbes entre citocinas sintetizadas por linfdcitos T circulantes e
citocinas/quimiocinas expressas em lesdes de pacientes portadores de
leishmaniose cutanea (LC), de acordo com o tempo de evolucdo da lesdo
(recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). Os resultados estdo apresentados em
formato de graficos de dispersdo com valores individuais. Indices de correlacdo de
Spearman (r) estdo apresentados nos graficos e correlagcBes estatiscamente
significativas entre as citocinas e quimiocinas avaliadas foram consideradas quando o
valor de p <0,05. Linhas conectivas representam correlagdes positiva e negativa. Os
valores de “r”” e “p” para cada correlagdo estdo inseridos dentro dos graficos...............

Figura 44: Sintese das alteracdes fenotipico-funcionais em monacitos circulantes
da populacdo avaliada que ndo fagocitaram (Leish”) e fagocitaram (Leish*)
promastigotas de L. (V.) braziliensis. As setas azuis e vermelhas representam menor
ou maior, respectivamente, percentual/intensidade média de fluorescéncia dos
marcadores e citocinas intracitoplasmaticas avaliados. As alteragdes comuns aos
grupos TM*sL e LC estdo assinaladas em verde Claro...........ccccoevevevviivcniciceccseenen,

Figura 45: Sintese das alteracgdes fenotipico-funcionais em mondcitos e linfocitos
T CD4* e CD8" circulantes da populacéo avaliada, considerando a capacidade
fagocitica relativa. As setas azuis e vermelhas representam menor ou maior,
respectivamente, percentual/intensidade média de fluorescéncia dos marcadores,
citocinas e oOxido nitrico intracitoplasmatico avaliados. As alteraces comuns aos
grupos TM*sL e LC estdo assinaladas em verde Claro............ccccoevvevviivciicriceccsienene,

Figura 46: Sintese das alteracGes fenotipico-funcionais no sangue periférico (A) e
perfil de expressdo génica em lesdes de pacientes portadores de leishmaniose
cutdnea (LC) (B), de acordo com o tempo de evolugio da lesdo (recente: < 3
meses e tardia: > 3 meses). Na Figura A, as setas azuis e vermelhas representam
menor ou maior, respectivamente, IE dos marcadores, citocinas e Oxido nitrico
intracitoplasmatico avaliados. Na Figura B, a seta vermelha representa maiores niveis
de transcritos das citocinas avaliadas e carga parasitaria..........cc.cceoeevevieieneienenesennns

Figura 47: Biomarcadores associados a resisténcia a leishmaniose cutanea (LC)
e ao desenvolvimento e manutencao da lesdo. As citocinas inflamatorias I1L-12 e
IL-17 e a producdo de dxido nitrico estariam associadas a resisténcia a leishmaniose
cuténea (LC) e a citocina TNF-a estaria associada ao desenvolvimento ¢ manutengao
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RESUMO

A leishmaniose cutanea (LC) é uma doenca inflamatoria cronica causada por espécies
dermotrdpicas pertencentes aos subgéneros Viannia e Leishmania, sendo a L. (V.) braziliensis
o0 principal agente etiologico no Brasil. O estabelecimento e evolucdo das lesdes causadas pela
infeccéo por L. (V.) braziliensis séo altamente dependentes da imunidade celular, contudo um
estudo que avalia o impacto da interacdo parasito-mondcitos no perfil de resposta imune
associado ao estabelecimento/manutencdo da infeccdo em humanos ainda ndo foi realizado.
Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi caracterizar biomarcadores imunolégicos, no
sangue periférico e no infiltrado inflamatorio de lesdes cutaneas, em indigenas da comunidade
Xakriaba portadores de LC (grupo LC) e com teste de Montenegro positivo sem lesdo (grupo
TM"sL), com intuito de melhor compreender os mecanismos imunolégicos envolvidos na
progressdo dessa patologia, bem como dos eventos associados a resisténcia a infec¢do. A
analise dos resultados mostrou que pacientes do grupo LC apresentaram menor capacidade
em internalizar formas promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis em relacdo ao grupo
TM*sL. Além disso, observou-se que pacientes do grupo LC apresentaram perfil ativado,
principalmente pelo maior percentual/indice de Estimulacdo (IE) da molécula de ativacio
CD23, com producdo de altos niveis de TNF-a, provenientes de mondcitos que ndo
fagocitaram e fagocitaram formas promastigotas de L. (V.) braziliensis. Contudo, os niveis de
TNF-a correlacionaram de forma negativa com a producdo de NO, sugerindo que essa
citocina estaria muito mais associada ao desenvolvimento das lesdes do que controle da
doenca. Por outro lado, pacientes do grupo TM*sL apresentaram maior equilibrio entre a
producdo de citocinas inflamatérias (IL-12, IFN-y, IL-17) e moduladoras (IL-10, IL-4) e
sintetizaram maiores niveis de NO, indicando que esse perfil de resposta imune balanceada e
efetora poderia combater a infeccdo sem provocar dano tecidual. A analise do perfil
fenotipico-funcional de mondcitos e linfocitos T CD4" e CD8" circulantes e de citocinas e
quimiocinas no infiltrado inflamatério das lesées mostrou que o tempo de evolucdo da lesdo
teve grande influéncia no perfil de resposta imune dos pacientes do grupo LC. Nesse
contexto, observou-se que mondcitos e linfécitos T CD4* e CD8" circulantes de pacientes do
grupo lesdo recente apresentaram menor IE das moléculas de ativacdo CD23 e co-estimulacdo
CD80, acompanhado pela menor produgdo das citocinas inflamatorias (TNF-o, IL-17) e
moduladoras (IL-10, TGF-B e IL-4) em relacdo ao grupo lesdo tardia. Por outro lado,
observou-se que esses pacientes apresentaram maior capacidade fagocitica juntamente com
maior IE de mondcitos expressando os receptores CD16, TLR-2 e TLR-4 e producao de NO.
A andlise da resposta imune localizada mostrou que pacientes do grupo lesdo recente
apresentaram maiores niveis de transcritos de I1L12B, IFNG, TNF, IL10, TGFB1, IL4, CCL2,
CCL3, CCL5 e CXCL10, bem como maior carga parasitaria em relagcdo ao grupo leséo tardia.
Os resultados obtidos no presente estudo forneceram informacgdes importantes sobre a
infeccdo causada pela L. (V.) braziliensis, permitindo a identificacdo e proposicdo de
potenciais biomarcadores associados a resisténcia a LC (IL-12, IL-17 e NO) e ao
desenvolvimento e manutencdo da lesdo (TNF-a). Além disso, esse foi 0 primeiro estudo que
avaliou aspectos imunologicos da LC em uma populagdo indigena brasileira.
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ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a chronic inflammatory disease caused by dermotropic
Leishmania species belonging to the Viannia and Leishmania subgenera, with Leishmania
(V.) braziliensis considered the main agent in Brazil. The establishment and evolution time of
the lesions caused by L. (V.) braziliensis infection are highly affected by the cellular
immunity. However, a study evaluating the impact of parasite-monocyte interactions in the
immune response profile associated with the establishment/maintenance of the infection in
humans has not been previously performed. In this context, the aim of this study was to
characterize immunological biomarkers in peripheral blood as well as in inflammatory
infiltrate of cutaneous lesions from patients with CL (CL group) or with positive Montenegro
skin test without injury (TMsL group) living in the Xakriaba indigenous community, Minas
Gerais, Brazil, in order to better understand the mechanisms involved in the disease
progression as well as events associated with resistance to the infection. The results showed
that CL group presented less ability to internalize promastigotes of L. (V.) braziliensis as
compared with the TM*sL group. Furthermore, it was observed that patients of the CL group
showed activated profile, with high percentage/Stimulation Index (SI) of CD23, and
production of high levels of TNF-a by monocytes that non phagocytized and phagocytized
promastigotes of L. (V.) braziliensis. However, the levels of TNF-o were negatively
correlated with NO production, suggesting that this cytokine would be much more related to
the development of lesions instead of disease control. On the other hand, patients from TM™sL
group showed better balance between the production of inflammatory (IL-12, IFN-y, IL-17)
and modulatory (IL-10, IL-4) cytokines, and synthesized highest levels of NO, indicating that
this balanced immune response profile may contribute to the infection resolution without
causing tissue damage. The analysis of the phenotypic-functional profile of circulating
monocytes, CD4", CD8" T cells, and cytokines and chemokines in the inflammatory infiltrate
of the cutaneous lesions showed that the evolution time of lesions had great influence in the
immune response profile of the CL group. In this context, it was observed that circulating
monocytes, CD4" and CD8" T lymphocytes of theith recent lesion group showed a lower Sl
of CD23 and CD80, accompanied by lower production of inflammatory (TNF-a., 1L-17) and
modulatory (IL-10, TGF-p and IL-4) cytokines as compared with late lesion group. On the
other hand, it was observed that these patients showed greater phagocytic capability along
with the highest SI of monocytes expressing CD16, TLR-2 and TLR-4, and NO production.
The analysis of the localized immune response showed that patients of the recent lesion group
presented higher transcript levels of IL12B, IFNG, TNF, IL10, TGFB1, IL4, CCL2, CCL3,
CCL5 and CXCL10, as well as higher parasite burden as compared with late lesion group.
This study has provided important information about the infection caused by L. (V.)
braziliensis allowing the identification of potential biomarkers associated to the resistance to
CL (IL-12, IL-17 and NO) and to the development and maintenance of the lesion (TNF-a.).
Furthermore, this was the first study that evaluated immunological aspects of CL in a
Brazilian indigenous population.
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INTRODUCAO

A importancia da leishmaniose tegumentar (LT) como problema de saude publica
reside ndo apenas na sua elevada incidéncia, como também no risco da ocorréncia da forma
clinica mucocuténea de dificil tratamento e que pode produzir deformidades.

O estilo de vida dos povos indigenas e as condigdes sociais a que estdo submetidos,
ma nutricdo, falta de higiene e saneamento, convivio estreito com animais no ambiente
doméstico e peridomiciliar, favorecem a transmissdo de diversas parasitoses, dentre elas, a
leishmaniose cutanea (LC) (Pena 2004, Quaresma 2011). Dessa forma, trata-se de uma
oportunidade rara e pioneira estudar aspectos imunolégicos relacionados a LC em povos
indigenas. Neste trabalho, a comunidade indigena Xakriaba (regido norte do estado de Minas
Gerais) foi escolhida para o estudo, principalmente em funcdo do interesse dos proprios
indigenas, manifestado em reunides prévias com membros de nossa equipe, representantes da
Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA) e das instituicbes municipais.

O estabelecimento e evolucdo das lesdes causadas pela infeccdo por Leishmania
(Viannia) braziliensis sdo altamente dependentes da imunidade celular (Pirmez et al. 1993,
Da-Cruz et al. 1994, Coutinho et al. 1996, Baratta-Masini et al. 2007, Freitas-Teixeira et al.
2012). Sendo assim, estudos realizados em modelos experimentais (Sadick et al. 1990,
Locksley & Scott 1991, Monteforte et al. 2000) e em humanos (Rocha et al. 1999, Follador et
al. 2002, Souza et al. 2012) tém tentado elucidar o papel da resposta imune celular no
desenvolvimento dos perfis de resisténcia e suscetibilidade a infeccdo causada por
Leishmania. Contudo, um estudo que avalia o impacto da interacdo parasito-mondcitos no
perfil de resposta imune associado ao estabelecimento/manutencdo da infeccdo em humanos
ainda ndo foi realizado. Nesse contexto, o presente trabalho ird avaliar aspectos associados a
progressdo e imunidade da infeccdo humana na comunidade indigena Xakriabd. A
possibilidade de se avaliar a interacdo Leishmania/mondcitos e seu impacto na expressao de
marcadores de ativacdo e co-estimulacdo, receptores envolvidos na interagdo/internalizacéo
do parasito, bem como na sintese de citocinas por monadcitos e linfocitos, permitird melhor
compreensdo dos mecanismos imunologicos envolvidos na progressdo dessa patologia, bem
como dos eventos associados a resisténcia a infeccdo. Além disso, a caracterizacdo da
resposta imune localizada no infiltrado inflamatorio das lesbes por meio da analise de
expressdo génica de citocinas e quimiocinas complementard as informacdes obtidas no sangue
periférico e tracard um perfil mais amplo da populagdo avaliada. E por fim, sera avaliado
também o impacto que o tempo de evolucdo de lesdo trard para o perfil de resposta imune
encontrado. Sendo assim, a hipétese do trabalho € que pacientes do grupo LC apresentarao

capacidade fagocitica reduzida e direcionamento da resposta imune para o polo inflamatodrio,
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0 que estaria associado ao desenvolvimento de lesdes cutaneas. A resposta imune de pacientes
do grupo LC apresentara um perfil diferenciado quando houver a segregacao dos pacientes de
acordo com o tempo de evolugdo de lesdo. Por outro lado, pacientes do grupo TM™sL
apresentardo perfil de resposta imune balanceado com maior capacidade leishmanicida, o que
favoreceria o controle da infeccdo sem levar ao dano tecidual.

Cabe ressaltar ainda que esse trabalho € subprojeto de um projeto mais amplo
intitulado, “Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar na Comunidade indigena Xakriab4,
Minas Gerais, Brasil”, coordenado pelas Dr®. Maria Norma Melo da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) e Célia Maria Ferreira Gontijo da Fundacdo Oswado Cruz
(FIOCRUZ) - Minas Gerais. A elaboracdo do projeto baseou-se na perspectiva de combinar
diferentes aspectos da pesquisa na LC. Para isso, uma equipe multidisciplinar e
interinstitucional foi montada, configurando uma oportunidade interessante de congregar
esforcos de pesquisadores, que normalmente desenvolvem pesquisas independentes,
racionalizando custos e com amplas condi¢cGes de produzir um melhor conhecimento das

questdes a serem estudadas.
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OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Caracterizar biomarcadores imunoldgicos em pacientes portadores de leishmaniose

cuténea da comunidade indigena Xakriab4, Minas Gerais, Brasil.
2.2  Objetivos especificos

Avaliar a capacidade de mondcitos do sangue periférico em internalizar formas
promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis, de acordo ou ndo com o tempo de evolugdo da

lesdo;

Caracterizar o perfil fenotipico-funcional de mondcitos e linfocitos T CD4" e CD8" do

sangue periférico, de acordo ou ndo com o tempo de evoluc¢éo da leséo;

Analisar as caracteristicas histopatoldgicas de bidpsias da lesdo de pele de pacientes

portadores de leishmaniose cutanea;

Quantificar a carga parasitaria no infiltrado inflamatério das lesbes de pacientes

portadores de leishmaniose cutanea, de acordo com o tempo de evolugéo da leséo;

Caracterizar a resposta imune localizada no infiltrado inflamatorio das lesdes de

pacientes portadores de leishmaniose cutanea, de acordo com o tempo de evolucéo da lesdo.
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As leishmanioses referem-se a um espectro de doencas causadas por protozoarios da
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania. Os parasitos sdo
transmitidos pela picada de fémeas de insetos do género Lutzomyia no Novo Mundo e
Phlebotomus no Velho Mundo. Séo parasitos intracelulares obrigatérios que se reproduzem
por divisdo binaria, dentro do sistema fagocitico mononuclear de mamiferos susceptiveis
(Lainson & Shaw 1987, David & Craft 2009). Em funcdo do carater espectral das
manifestagdes clinicas, diferentes classificacdes para a doenga j& foram propostas (Pearson &
Sousa 1996, Grevelink & Lerner 1996). Entretanto a Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
divide e caracteriza as leishmanioses em 2 grupos: Leishmaniose Tegumentar (LT) e Visceral
(LV).

A taxonomia do género Leishmania é bastante complexa. Sendo assim, apds extensa
revisdo, Lainson & Shaw (1987) propuseram a organizacdo das espécies que parasitam o
homem em dois subgéneros: subgénero Leishmania e Viannia. No Brasil, as principais
espécies que causam doenca humana sdo L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L (L.)
amazonensis e L. (L.) infantum (chagasi), sendo as trés primeiras dermotropicas e associadas
a LT e a dltima associada a LV (Cupolillo et al. 1994). Além dessas, outras espécies
dermotropicas de Leishmania foram recentemente descritas: L. (V.) lainsoni, L (V.) naiffi, com
poucos casos no Para e L. (V.) shawi, encontradas nos Estados do Pard e Amazonas (Gontijo
& Carvalho 2003).

As leishmanioses compreendem uma das dez endemias mundiais de prioridade pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) devido ao carater endémico em 88 paises de varias
regides do mundo, principalmente em &reas tropicais e subtropicais das Américas, Africa,
Asia e Europa (David & Craft 2009, Kaye & Scott 2011). Estima-se que aproximadamente 12
milhdes de pessoas estejam atualmente infectadas e que cerca de 350 milhdes encontram-se
em risco de adquirir a doenca, com incidéncia anual estimada em cerca de 1 - 1,5 milhGes de
casos paraa LT e 500.000 casos para a LV (Murray el al. 2005, Ameen 2010, WHO 2013).

3.1  Aspectos epidemiologicos da leishmaniose tegumentar no Brasil

O processo de expansdo geografica da LT no Brasil teve inicio na década de 80,
quando dezenove estados registraram casos da doenca; duas décadas posteriores, casos
autoctones de LT foram registrados em todas unidades federadas do pais (Brasil MS 2006).
Segundo estimativas do Ministério da Saude (MS), no periodo de 1985 a 2012, verificou-se

média anual de 25.426 casos autoctones de LT registrados e coeficiente de deteccdo médio de
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13,1 casos/100.000 habitantes (Brasil MS 2013). Este processo de expansdo vem modificando
a epidemiologia e os padrdes de transmissdo da doenga, que ndo mais se restringe a
individuos que entram em contato com matas e animais silvestres, ocorrendo também em
areas rurais desmatadas e regides periurbanas (Kawa et al. 2010, Shimabukuro et al. 2010,
Bacha et al. 2011, Camara Coelho et al. 2011, Quaresma 2013).

Nesse contexto, em Minas Gerais desde a metade do século passado, quando a doenca
foi descrita, tém sido registrados surtos de LT relacionados, quase exclusivamente, as
atividades de desmatamento (Martins et al. 1956, Dias et al. 1977, Gontijo et al. 2002).
Entretanto, a partir da Gltima década, tém sido descritos casos em areas peri-urbanas de
cidades de médio e grande porte (Passos et al. 1993), além daqueles em areas de colonizacao
antiga (Gontijo et al. 1995). Atualmente, Minas Gerais é um dos Estados brasileiros que
apresenta maior numero de casos notificados para LT, registrando nos anos de 2008 a 2012:
1160, 1047, 1926, 1746, 1041 casos da doenca, respectivamente (Brasil MS 2013).

A LT, assim como outras doencas parasitarias endémicas, tem sido relacionada a areas
de pobreza e escassos recursos humanos e econémicos para seu controle e profilaxia. Porém,
ndo existe um padrdo de transmissdo, e cada foco possui particularidades que devem ser
avaliadas para que se estabelecam medidas profilaticas efetivas.

A ocorréncia de focos de LC em comunidades indigenas brasileiras tém sido pouco
explorada. Os primeiros relatos datam das decadas de cinquenta/sessenta e referem-se a
estudos em comunidades do Estado do Mato Grosso (Forattini & dos Santos 1956, de Carneri
et al. 1963). Pena & Heller (2008) realizaram um estudo na comunidade indigena Xakriaba
(regido norte de Minas Gerais, Brasil), demonstrando que os indigenas dessa comunidade
vivem em condigdes sanitarias, de salde e habitacdo muito precérias. Elevada prevaléncia de
doencas endémicas como parasitoses, altas taxas de incidéncia de diarréia e acentuadas taxas
de mortalidade infantil fazem parte do cotidiano desse povo. Para agravar o quadro, tém sido
registrados casos autdctones de LC desde 2001, sendo que em 2011 estimativas mostraram
uma prevaléncia de 8,6% casos da doenca (Quaresma 2011). Segundo Pena (2004),
intervengdes na area de saude estdo sendo realizadas sem conhecimento da cultura Xakriaba,

e isto poderia estar influenciando o éxito das atividades realizadas na comunidade.

3.2 Formas clinicas da leishmaniose tegumentar

De acordo com Saraiva et al. (1989), o desenvolvimento da LT é dependente de alguns

fatores tais como, espécie de Leishmania envolvida e da relagdo parasito/hospedeiro. Nesse
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contexto, Convit & Pinardi (1974) e Convit et al. (1993) descreveram aspectos clinicos,
histopatoldgicos e imunoldgicos da LT, permitindo a classificacdo da doenca em trés formas
clinicas: 1) LC, é a forma mais comum, podendo ser causada por qualquer espécie
dermotropica de Leishmania. No Brasil é causada, principalmente, pela espécie L. (V.)
braziliensis, amplamente distribuida em todo pais (Brasil MS 2007). Caracteriza-se pela
presenca de uma ou poucas lesdes ulcerosas com poucos parasitos, indolores, com bordas
altas e bem delimitadas, e ocorre, na maioria das vezes, em regides descobertas do corpo
(Pessoa & Barreto 1984, Goto & Lindoso 2010). Os pacientes acometidos por essa forma
clinica apresentam tendéncia significativa a cura espontanea das lesGes (Costa et al. 1987); 2)
Leishmaniose Mucosa (LM), causada principalmente pela espécie L. (V.) braziliensis, que
acomete mucosas do nariz, boca, laringe e faringe, apresentando lesGes graves e destrutivas.
Essas lesbes podem surgir meses ou anos apds cura clinica de lesbes cutaneas primarias, por
contiguidade ou pela inoculacdo direta das formas infectantes (Goto & Lindoso 2010); 3)
Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) que no Brasil é causada, principalmente, pela espécie
Leishmania (L.) amazonensis, representando a forma mais rara de LT. Caracteriza-se pela
presenca de lesdes nodulares ndo ulceradas, que podem distribuir-se por todo corpo, tendo
carater grave, sobretudo pela resisténcia a terapéutica antimonial (Lainson 1983, Marsden
1986, Goto & Lindoso 2010).

Além disso, Costa et al. (1986) descreveram também outra forma clinica, a
Leishmaniose Disseminada (LD). Segundo Turetz et al. (2002), a LD € caracterizada pelo
aparecimento de multiplas lesdes (> 10) papulares com aparéncia acneiforme, nodulares e/ou
ulceradas que acometem varios segmentos corporais (> 2), envolvendo com frequéncia a face
e 0 tronco. As principais espécies causadoras dessa forma clinica sdo a L. (V.) braziliensis e a
L. (L.) amazonensis (Carvalho et al. 1994, Brasil MS 2007).

3.3 Resposta imune na leishmaniose cutéanea

A infeccdo por Leishmania inicia-se quando formas promastigotas infectantes séo
inoculadas na pele do hospedeiro vertebrado, desencadeando uma reacdo inflamatoria local
com acumulo de leucdécitos no sitio de infecgdo (Teixeira et al. 2006, Silveira et al. 2009).
Nesse microambiente, aproximadamente 90% dos parasitos sdo lisados pelo complemento
atraves do complexo de ataque a membrana (C5b-C9) (Dominguez et al. 2002, Dominguez et

al. 2003, von Stebut 2007). No entanto, aqueles parasitos ndo destruidos podem se ligar a

41



REVISAO DA LITERATURA

receptores especificos na superficie de fagocitos e serem internalizados por um processo
denominado fagocitose (Mosser & Rosenthal 1993, von Stebut 2007, Peters et al. 2008).

A interacdo inicial promastigotas-macrofagos é fundamental para o estabelecimento da
infeccdo no hospedeiro vertebrado (Rosenthal et al. 1996, von Stebut 2007). Nesse contexto,
diversos estudos ja demonstraram a importancia de determinados receptores no processo de
reconhecimento/adesdo: receptores manose-fucose e fibronectina, receptor para glicosilacéo
avancada, bem como receptores Fcy e do complemento (Mosser & Edelson 1985, Mosser &
Handman 1992, Mosser, Springer & Diamond 1992, Guy & Belosevic 1993). Segundo alguns
autores, a opsonizacdo através do terceiro componente do complemento (C3) promove
aumento significativo da capacidade fagocitica de macréfagos (Mosser & Edelson 1985,
Mosser, Springer & Diamond 1992, von Stebut 2007). Mosser & Edelson (1987) observaram
também que a incorporacdo de C3 a promastigotas de L. major aumenta drasticamente a
sobrevivéncia do parasito dentro dessas células.

Outro grupo de receptores com destaque no reconhecimento de patdgenos sdo 0sS
Receptores de Reconhecimento Padrdo (PPRs). Os PPRs sdo constituidos por varios
membros, incluindo os receptores do tipo Toll (TLRs) que reconhecem patdgenos distintos
associados a padrdes moleculares (PAMPSs) (Janssens and Beyaert 2003a). Os TLRs estdo
envolvidos em uma variedade de fendmenos celulares, dentre eles pode-se destacar:
fagocitose, maturacdo, atividade microbicida do fagossoma via inducdo da expressdo de
INOS, bem como producdo de citocinas moduladoras e pro-inflamatérias (Singh, Srivastava
& Singh 2012).

Além disso, ja foi demonstrado que a Leishmania possui diversos mecanismos de
escape para evadir da resposta imune do hospedeiro e estabelecer a infec¢do. Dentre esses
mecanimos, alguns podem ser destacados: 1) Inibicdo da producdo da citocina inflamatéria
interleucina (IL)-12 (Belkaid, Butcher & Sacks 1998); 2) Degradacéo da moléecula de ativacéo
HLA-DR em macrofagos infectados (de Souza-Leao et al. 1995); 3) Inibicdo da acdo do
complemento, através da expressdo de proteinas quinases que fosforilam os componentes C3,
C5 e C9 (von Stebut 2007).

O estabelecimento e evolugdo das lesdes causadas pela infecgdo por L. (V.)
braziliensis sdo altamente dependentes da imunidade celular (Pirmez et al. 1993, Da-Cruz et
al. 1994, Coutinho et al. 1996, Baratta-Masini et al. 2007, Freitas-Teixeira et al. 2012). Sendo
assim, diversos estudos realizados em modelos experimentais tém elucidado o papel da
resposta imune celular no desenvolvimento dos perfis de resisténcia e suscetibilidade a

infeccdo causada por Leishmania (Locksley et al. 1987, Scott 1989, Sadick et al. 1990,
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Locksley & Scott 1991, Monteforte et al. 2000). Existem evidéncias que o padrdo de
resisténcia observado na infeccdo por L. major, em camundongos, esteja associado a resposta
Tipo 1 com ativacdo e diferenciagdo seletiva de linfocitos T CD4" produtores de I1L-12, IFN-y
e TNF-a. Por outro lado, o padrdo de suscetibilidade tem sido relacionado a resposta Tipo 2
com ativacdo de linfécitos T CD4" produtores, principalmente, de IL-10, TGF-B e IL-4 (Sacks
& Noben-Trauth 2002, Awasthi, Mathur & Saha 2004, Mougneau et al. 2011, Kaye & Scott
2011).

Entretanto, essa clara dicotomia Tipo 1/Tipo 2 observada em modelo murino ndo esta
bem estabelecida na infeccdo humana, onde os mecanismos imunoldgicos envolvidos no
estabelecimento e evolucdo da infeccdo s&o muito mais complexos (Castellano et al. 2009).
Sendo assim, alguns estudos tém se concentrado na determinacdo de aspectos importantes da
resposta imune na LC humana, tais como: perfil imunoldgico associado a lesdo ativa, a
resisténcia natural a doenca, bem como a cura espontanea e pos-tratamento (Carvalho et al.
1995, Da-cruz et al. 2002, Follador et al. 2002, Ritter & Korner 2002, Baratta-Masini et al.
2007, Campanelli et al. 2010, Costa-Silva et al. 2013).

A LC humana causada por L. (V.) braziliensis € caracterizada por acentuada resposta
celular e poucos parasitos sdo observados nas lesdes ativas. O infiltrado inflamatorio é
composto, predominantemente, por macrofagos, linfécitos T e B, bem como células
plasmaticas (Carvalho et al. 2012, Santos et al. 2013). De acordo com alguns autores, a
composicao celular do infiltrado inflamatério é fundamental para definir a evolucdo da
doenca. Nesse contexto, as quimiocinas tém papel de destaque, promovendo migracdo e/ou
ativagdo celular no sitio da infeccdo (Teixeira et al. 2006). Segundo Ritter & Korner (2002),
lesbes de pacientes portadores de LC apresentam maiores niveis de expressao de quimiocinas
relacionadas a resposta Tipo 1, como CCL2, CXCL9 e CXCL10 e menores de CCL3. Por
outro lado, na LCD que apresenta carater cronico associado a resposta Tipo 2, foi observado
perfil imunoldgico oposto com maior expressao de CCL3 e menor de CCL2, CXCL9 e
CXCL10. Além disso, quimiocinas e citocinas podem atuar de forma sinérgica, favorecendo a
progressdo ou controle da infeccdo. Campanelli et al. (2006, 2010), sugeriram que a expresséo
da quimiocina CCL17 em lesGes de pacientes portadores de LC poderia atrair células CCR3™
e CCR4" ao foco inflamatorio, levando a producdo de IL-10 e TGF-f e controle da reagdo
inflamatdria. Por outro lado, foi observado que macréfagos humanos infectados por
Leishmania major secretam CCL2, atraindo células CCR2* (células NK) ao foco inflamatério.
No sitio da infeccdo essas celulas secretam IFN-y, contribuindo para eliminag¢ao do parasito
(Ritter & Moll 2000, Ritter & Korner 2002). Nesse contexto, diferentes padrdes de
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distribuicdo de subpopulacdes de linfocitos T tém sido descritos em lesbes ativas de pacientes
portadores de LC: CD4* > CD8" (Barral et al. 1987, Pirmez et al. 1990), CD4* = CD8" (Lima
et al. 1994) e CD4" < CD8" (Vieira et al. 2002). Recentemente, Santos et al. (2013)
demonstraram que essas duas subpopulacgdes celulares apresentam papel dicotbmico na LC
humana: linfécitos T CD4*IFN-y* foram associados a destruicdo do parasito e linfécitos T
CD8" Granzima B* a maior dano tecidual.

Varios estudos tém demonstrado a influéncia do tempo de evolugdo da leséo no perfil
imunolodgico de pacientes portadores de LC (Melby et al. 1994, Baratta-Masini et al. 2007,
Campanelli et al. 2010). Sendo assim, Rocha et al. (1999) demonstraram, durante a fase
inicial da infecgéo (< 60 dias), maior producédo de IL-10 e menor de IFN-y, sugerindo que esse
microambiente poderia modular a resposta Tipo 1, facilitando a proliferacdo da L. (V.)
braziliensis. Além disso, nosso grupo observou que pacientes com lesdes recentes (< 60 dias)
apresentaram maior ndmero de linfécitos T IL-10" e IL-4" em relacdo aqueles portadores de
lesBes mais tardias (> 60 dias) (Baratta-Masini et al. 2007). A citocina IL-10 est4 associada a
diversos mecanismos imunomoduladores na LC: persisténcia parasitaria, regulacdo da
expansdo de células da resposta Tipo 2, assim como modulacdo de células inflamatorias
envolvidas no desenvolvimento da lesdo (Carvalho et al. 2012). Em outro estudo, Coutinho et
al. (1998) observaram ap0s terapéutica especifica menores niveis de IL-4 em relacdo a fase
ativa da infeccdo, indicando provavel papel dessa citocina na progressdo da doenca.
Recentemente, Costa-Silva et al. (2013) mostraram que lesbes recentes de pacientes
infectados por L. (V.) braziliensis apresentaram, além de IL-10, TGF-B e IL-4, maior
expressdo das citocinas inflamatorias IL-12, IFN-y e TNF-a em relacdo as lesdes tardias.

De acordo com alguns autores, a producgdo das citocinas inflamatdrias IFN-y e TNF-a
poderia promover controle da disseminacdo parasitaria e resolucdo da infeccdo (Green et al.
1990, Diaz et al. 2003, Horta et al. 2012), no entanto uma resposta Tipo 1 exacerbada tem
sido associada a maior dano tecidual (Bacellar et al. 2002, Faria et al. 2005, Carvalho et al.
2007). Varias evidéncias tém demonstrado o papel imunopatolégico de TNF-a na LC e LM:
1) Antonelli et al. (2005) observaram correlagéo positiva entre o didmetro da leséo e os niveis
de TNF-a em culturas de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes
com LC estimuladas com antigeno sollvel de Leishmania; 2) Da-Cruz et al. (2002),
verificaram que pacientes portadores de LC e LM apresentaram queda dos niveis dessa
citocina ap6s quimioterapia; 3) Pacientes tratados com antimonial pentavalente associado a
pentoxifilina, um inibidor de TNF-a, apresentam maior taxa de cura em relacdo aqueles

tratados apenas com o antimonial pentavalente (Lessa et al. 2001, Carvalho et al. 2012). Além
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disso, diversos estudos tém tentado elucidar o papel da citocina inflamatéria IL-17 em
infeccOes parasitarias intracelulares. Em modelo experimental susceptivel a infeccdo por L.
major, 0s autores observaram que na auséncia dessa citocina as lesées foram menores (Kostka
et al. 2009). Por outro lado, em outro modelo experimental, Vargas-Inchaustegui et al. (2008)
demonstraram que a auto-resolucdo das lesdes de camundongos C57BL/6 infectados por L.
(V.) braziliensis foi associada a presenca de IL-17. Na infeccdo humana, IL-17 tem sido
observada em lesdes e culturas de PBMC estimuladas com antigeno soltvel de Leishmania de
pacientes portadores de LC e LM (Bacellar et al. 2009, Boaventura et al. 2010). Entretanto, o
papel dessa citocina na patogénese da doenca humana ainda permanece indefinido.

Diante do exposto, alguns autores tém associado a resolucdo das lesdes na LC a
reducédo de IL-4, IL-5 e TNF-a (Coutinho et al. 1996, Da-Cruz et al. 1996, Ribeiro-de-Jesus et
al. 1998) e manutencdo dos niveis de IFN-y apds tratamento especifico (Da-Cruz et al. 2002).
Por outro lado, acredita-se que o grau de severidade da doenca esteja correlacionado a
resisténcia dos parasitos aos mecanismos leishmanicidas (Giudice et al. 2007, Carvalho et al.
2012).

De acordo com Oliveira-Neto et al. (2000), a maior parte dos pacientes portadores de
LT desenvolvem a forma clinica cutanea. Entretanto, aproximadamente 10% dos individuos
residentes em &rea endémica apresentam Teste intradérmico de Montenegro (TM) positivo
sem histéria prévia ou lesdo sugestiva de LC, sendo caracterizados como subclinicos ou
assintomaticos (Marzochi et al. 1980, Souza et al. 1992, Davies et al. 1995, Bosque et al.
2000, Follador et al. 2002, Baratta-Masini et al. 2007). Nesse contexto, nosso grupo realizou
um inquérito epidemioldgico na comunidade indigena Xakriaba, demonstrando que 19% dos
individuos apresentavam TM positivo na auséncia de lesdes ou cicatrizes (Quaresma 2011).

Até o presente momento, os fatores associados ao controle da infec¢do subclinica ou
assintomatica ainda ndo sdo bem compreendidos. Segundo Bosque et al. (2000), macrofagos
derivados de mondcitos do sangue periférico de individuos subclinicos ou assintomaticos séo
menos permissivos a entrada de promastigotas de Leishmania (V.) panamensis em relagdo a
macrofagos de pacientes com LC recorrente. Além disso, Bittar et al. (2007) sugeriram que
esses individuos desenvolvem uma resposta imune balanceada com mecanismos
imunomoduladores e efetores capazes de controlar a replicacdo do parasito e manter a
integridade do tecido. Follador et al. (2002), demonstraram que individuos subclinicos ou
assintomaticos apresentaram niveis de IFN-y e TNF-o mais baixos e niveis de IL-5 mais
elevados quando comparados a pacientes que apresentavam lesdo ativa. Os autores acreditam
que esse perfil de citocinas poderia modular a resposta imunoldgica, diminuindo a reacéo
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inflamatdria e, consequentemente, o surgimento da lesdo. Mais recentemente em um estudo
realizado por nosso grupo, Baratta-Masini et al. (2007) demonstraram perfil de citocinas do
Tipo 0, com niveis de produgo basal em individuos considerados resistentes. Contudo, esses
individuos também apresentaram menor frequéncia de linfocitos T IL-4", elevada razdo entre
células IFN-y*/IL-10" e altos niveis plasmaticos de nitrito e nitrato, sugerindo que a despeito
dos niveis basais de citocinas, a maior proporc¢éo de citocinas do Tipo 1 em relacédo as do Tipo

2 contribuiria para prevenir o crescimento dos parasitos e o0 desenvolvimento de lesdes.

3.4 O dxido nitrico e a infec¢éo por Leishmania

O oxido nitrico (NO) é gerado a partir da oxidacdo do nitrogénio guanidino da L-
arginina pela enzima éxido nitrico sintase que pode ser expressa constitutivamente (NOS-3,
ecNOS, NOS I1I) ou induzida (iNOS, NOS II) (Nathan & Xie 1994).

A L-arginina esta envolvida em diversas vias metabolicas, no entanto duas dessas vias
sdo extretamente relevantes na infeccdo por Leishmania, uma vez que sdo responsaveis por
regular funcbes efetoras dos macréfagos (Morris 2004, Wanasen & Soong 2008). De acordo
com o estimulo extracelular, a L-arginina pode ser catabolizada pela iNOS, promovendo a
producdo de NO ou pela arginase, favorecendo a sintese de poliaminas. Nesse contexto,
quando macréfagos sdo ativados por citocinas da resposta Tipo 1, como IFN-y e TNF-a, bem
como estimulados por moléculas que se ligam a receptores do tipo Toll, como
lipopolissacarideo (LPS), ocorre aumento da expressdao da enzima iNOS, direcionando o
metabolismo da L-arginina para sintese de NO e eliminacdo do parasito (Green et al. 1990,
Liew et al. 1991, Wanasen & Soong 2008, Horta et al. 2012). Além disso, foi demonstrado
também que diversas quimiocinas, com destaque para CCL2, CCL3 (Bhattacharyya et al.
2002, Brandonisio et al. 2002), e CXCL10 (Vasquez & Soong 2006), podem aumentar a
atividade da enzima iNOS e contribuir para morte da Leishmania.

Por outro lado, citocinas da resposta Tipo 2 (IL-10, TGF-B, IL-4, IL-13),
preferencialmente induzem o metabolismo da L-arginina para sintese de poliaminas (Iniesta et
al. 2002, Barksdale et al. 2004). Essas citocinas promovem aumento da expressao e atividade
da enzima arginase que converte L-arginina em L-ornitina, dando origem, posteriormente, por
acdo da ornitina descarboxilase, as poliaminas (Wanasen & Soong 2008). Segundo alguns
autores, as poliaminas (putrescina, espermidina e espermina) sdo nutrientes importantes para o
desenvolvimento da Leishmania, sugerindo que citocinas Tipo 2 podem, além de inibir
mecanismos imunolégicos do hospedeiro, favorecer o crescimento do parasito (Iniesta et al.
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2002, Kane & Mosser 2001). A Figura 1 ilustra esquematicamente vias metabdlicas da L-

arginina na LC.
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Figura 1: Vias metabdlicas da L-arginina na leishmaniose cutanea. O metabolismo da L-arginina desempenha
papel-chave na ativacdo de macrofagos e sobrevivéncia da Leishmania. A ativagdo classica de macrofagos por
citocinas da resposta Tipo 1 (TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-2) induz maior atividade da enzima iNOS e producéo de
NO e citrulina. A sintese de NO leva a formagdo de reativos de oxigénio (ROS) e nitrogénio (NROS) e
eliminagdo do parasito. A ativacéo alternativa de macrofagos por citocinas da respota Tipo 2 (IL-10, TGF-B, IL-
4, IL-13) promove maior atividade da enzima arginase, resultando na sintese de poliaminas (putrescina,
espermidina e, espermina). As poliaminas sdo utilizadas como nutrientes pelas formas amastigotas dentro do
vacuolo parasitoforo, contribuindo para o crescimento do parasito e proliferacdo da infec¢do (Fonte: Balafa-
Fouce et al. 2012).

3.5  Diagnostico da leishmaniose cutanea

O diagnostico da LC é baseado em aspectos clinicos, epidemiologicos e laboratoriais,
sendo 0s exames parasitoldgicos, por sua alta especificidade, definidores de diagnostico.
Nesse contexto, o teste mais utilizado é a visualizagdo por microscopia Otica de formas
amastigotas do parasito em espécimes corados por Giemsa, obtidos por raspado ou bidpsia

das lesBes (Reithinger et al. 2007, Goto & Lindoso 2010). Entretanto, a eficacia desse método
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depende do tempo de evolucdo da lesdo, bem como da espécie de Leishmania e treinamento
do microscopista, apresentando sensibilidade muito variavel. (Pirmez et al. 1999, Marques et
al. 2006, Reithinger & Dujardin 2007). O estudo histopatoldgico através da coloracdo pela
hematoxilina e eosina (H&E) permite visualiza¢do do parasito em aproximadamente 60% dos
casos (Magalhdes et al. 1986a). Além disso, fragmentos de tecido provenientes de lesdes
podem ser inoculados em meio especifico, permitindo o isolamento do parasito para futuros
ensaios de identificacdo de espécie ou estudos de resisténcia a drogas (Romero et al. 1999,
Reithinger & Dujardin 2007).

O TM é um teste imunologico de hipersensibilidade tardia que avalia a resposta imune
celular pela medida de enduracdo da pele 48 a 72 horas ap6s a injecdo de antigeno
padronizado na face volar do antebraco. O resultado do teste é influenciado pelo estado
imunoldgico do individuo, tempo de evolucdo da lesdo, espécie de Leishmania infectante e
pelo antigeno empregado. O resultado positivo pode significar infeccdo subclinica ou
assintomatica, infeccdo passada ou doenca ativa (Weigle et al. 1991, Davies et al. 1995,
Follador et al. 2002, Reithinger & Dujardin 2007).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um método molecular que vem sendo
utilizado para fins de pesquisa no diagnéstico da leishmaniose, uma vez que € altamente
sensivel e especifico, independente da espécie de Leishmania. Além disso, 0 método tem
apresentado melhor desempenho em relagdo a microscopia ou cultivo do parasito,
principalmente, em situacfes onde os parasitos sdo escassos, como lesbes de pacientes
portadores de LM (Garcia et al. 2005, Reithinger & Dujardin 2007). A PCR em Tempo Real
(RT-PCR) é uma metodologia relativamente recente na area do diagndstico e emprega
marcadores fluorescentes para monitoramento continuo da amplificacdo, ou seja, do produto
de PCR formado através da reacdo. Dentre as vantagens desse método destacam-se, tempo
curto de processamento das amostras, facilidade de execucdo, menor risco de contaminacgao
por DNA amplificado e elevada especificidade (Wortmann et al. 2005). Dessa forma, a RT-
PCR tem sido utilizada para deteccdo, identificagdo e quantificacdo da carga parasitaria na
leishmaniose (Kumar, Bumb & Salotra 2009, Pita-Pereira et al. 2012, de Almeida Ferreira et
al. 2012, Gomes et al. 2012, Jara et al. 2013).
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3.6 Tratamento da leishmaniose cutanea

Atualmente, o tratamento da LC basea-se, principalmente, na quimioterapia. O
medicamento de primeira escolha adotado pelo Ministério da Salude brasileiro e pela maioria
dos paises, onde a LC é endémica, é o Antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®). Seu
mecanismo de acdo ainda ndo é totalmente conhecido. De acordo com Berman (1988), é
possivel que a droga atue nas formas amastigotas do parasito, inibindo atividade glicolitica e
via oxidativa de acidos graxos. Para tratamento da forma cuténea, € recomendada a via
injetavel intra-muscular ou endovenosa, na dose de 10 a 20 mg/Kg por dia, durante 20 dias
(Brasil MS 2007). Entretanto, a toxicidade desse medicamento leva a efeitos adversos
potencialmente graves e fatais (Sampaio et al. 1997, Oliveira et al. 2005), impedindo seu
emprego em pacientes com doencas pré-existentes, aléem de exigir monitoramento cuidadoso
de diversas funcdes organicas (Herwaldt & Bermam 1992). Seus principais efeitos toxicos sao
arritmias cardiacas, disfuncdes renal, hepatica e pacreatica (Sampaio et al.1997, Oliveira-Neto
et al. 2000). Dessa forma, pacientes que apresentam contra-indicacdes ao Antimoniato de N-
metilglucamina ou recidivas sdo tratados com Pentamidina ou Anfotericina B (Rocha et al.
1980, Ameen 2010).
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4.1 Descricao da area estudada

Os individuos avaliados nesse estudo residem na comunidade indigena Xakriaba,
demarcada pela Fundacio Nacional do indio (FUNAI) em 1979 e localizada no municipio de
S&o Jodo das Miss0es, na regido norte do Estado de Minas Gerais, Brasil.

O municipio de Sdo Jodo das Missdes estd situado na zona do alto Médio Séo
Francisco, micro regido do Vale do Peruacu e limita-se com 0s municipios de Miravania,
Manga e Itacarambi. A regido é banhada pelo rio Itacarambi e possui clima tropical umido de
savanas com inverno seco, em transi¢do para clima quente e seco, com chuvas de verdo. O
tipo de vegetacdo predominante é o cerrado com areas mescladas de caatinga ao centro-oeste
(IBGE 2006) - Figura 2.
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Figura 2: Localizagdo geogréafica do municipio de S&o Jodo das Missbes, Minas Gerais, Brasil, destacando-se
em verde a regido ocupada pela Comunidade Indigena Xakriaba (Fonte: IBGE 2006).
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A populacdo de S&o Jodo das Missbes é composta por aproximadamente 12.489
habitantes, sendo predominantemente rural (79,58%). A comunidade indigena ocupa uma
area de 530,74 Km?, correspondente a 78,07% da superficie total do municipio. E constituida
por 32 aldeias, formando 5 polos base com populacdo total estimada em 8.380 habitantes
(Figura 3) (FUNASA 2010). A comunidade indigena foi selecionada para o estudo devido ao
grande numero de casos de leishmaniose cutdnea registrados nos ultimos anos. No periodo de
2010 a 2012 foram registrados 33, 61, 51, respectivamente (Brasil MS/FUNASA 2013).

S|

Figura 3: Vista panordmica da comunidade indigena Xakriabd, localizada na regido norte do estado de Minas

Gerais, Brasil (Fonte: Helbert Botelho).

4.2 Procedimentos éticos

A participacdo dos individuos no estudo foi condicionada a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido pelos participantes ou seus responsaveis legais, no caso de
criancas e menores de 18 anos. Além disso, o trabalho foi realizado em concordancia com as
resolucbes n°. 466/2012 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude e n°.

304/2000 que regulamentam pesquisa em seres humanos e populacBes indigenas,
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respectivamente; mediante aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisa
René Rachou/FIOCRUZ (CEPSH/CPQRR n°. 021/2007) e Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP: 14689). Além disso, o estudo possui também licenca fornecida pela
FUNAI (n°. 149/CGEP/08), pelo fato de ser realizado em uma comunidade indigena.

E importante mencionar que todos os casos clinicos detectados durante o estudo
receberam assisténcia adequada, com diagnostico e tratamento (Antimoniato de N-
metilglucamina/Glucantime® - 20mg/Kg por dia durante 20 dias), independente de terem sido

alocados para os propdsitos da presente investigacao.

4.3 Caracterizacao da populacéao avaliada

Para realizacdo do presente trabalho utilizou-se uma “amostra de conveniéncia”
definida pela disponibilidade de amostras e exequibilidade do estudo. Nesse contexto,
considerando o nimero mensal de casos confirmados pela equipe do projeto e as abordagens
estatisticas propostas para analise dos dados (coordenadas pela epidemiologista Dr?. Elizabeth
Castro Moreno da FUNASA/HEMOMINAS), cinquenta e trés individuos foram avaliados.
Inicialmente, realizou-se o0 TM em todos participantes do estudo no local de domicilio.
Posteriormente, eles foram convocados a comparecer ao Posto de Saude mais préximo, 48
horas apds a realizacdo do TM, para leitura do teste e realizacdo de exame clinico e, se
necessario, realizacdo de aspirado/biopsia da lesdo pelo médico responsavel. Dessa forma,
pacientes portadores de leishmaniose cutanea (grupo LC) foram definidos como aqueles com
lesdo caracteristica associada a confirmagdo parasitologica (exame direto/“imprint” e/ou
cultivo de aspirado/bidpsia da lesdo e/ou reacdo em cadeia da polimerase - PCR positivos) e
TM positivo. E importante mencionar que a associacao de técnicas bioquimicas e moleculares
para identificacdo da espécie de Leishmania (Cupolillo et al. 1994, Garcia et al. 2004),
demonstrou que todos pacientes do grupo LC estavam infectados pela espécie Leishmania
(V.) braziliensis.

Além disso, dois outros grupos compuseram a populacdo avaliada: indigenas com TM
positivo na auséncia de lesdes ou cicatrizes (grupo TM*sL) e sem sinais sugestivos de LC e
indigenas com TM negativo na auséncia de lesdes ou cicatrizes e sem sinais sugestivos de LC
(grupo CT) - Figura 4.

Posteriormente, os resultados foram encaminhados para o setor médico responsavel,

onde os casos clinicos detectados receberam tratamento e acompanhamento adequados. Essa
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parte do estudo foi realizada e coordenada pela médica infectologista do projeto Dr?. Janaina
de Moura Freire do Centro de Pesquisa René Rachou.

[ AVALIACAO CLINICA ]

[ Lesao caracteristica ] [ Auséncia de sinais ]

[ Imunoldgico ]

Parasitologico (TM)

(exame direto/cultura/PCR)
e

Imunoldgico positivo [ TM positivo

(TM)

[ TM negativo ]

e

Grupo CT
n=15

Figura 4: Desenho esquemaético, ilustrando procedimentos realizados para classificagdo da populacdo avaliada.
Apos realizagdo dos exames diagndsticos, a populagdo estudada foi categorizada em trés diferentes grupos:
grupo com leishmaniose cutanea (LC), grupo com Teste intradérmico de Montenegro positivo sem leséo
(TM*sL) e grupo controle (CT).

4.3.1 Critérios de inclusado

Apos realizagdo dos exames diagndsticos, os individuos foram selecionados de acordo
com 0s seguintes critérios:
= Conclusdo dos exames propostos;
= Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo voluntario ou

responsavel.
4.3.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo todos individuos que ndo preencheram os critérios de
inclusdo definidos acima ou que apresentaram:

= Qualquer doenca sistémica significativa crénica ou aguda que pudesse interferir nos

resultados dos métodos propostos;
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= Diagndstico conhecido de infecgdo por HIV ou outras imunodeficiéncias ou uso de
imunossupressores;

= Uso de medicacdo tdpica sobre a lesdo cutanea e uso prévio de leishmanicidas;

= Alcoolismo, definido como consumo meédio semanal acima de 420 g de etanol (média
diéria acima de 60 g de etanol) (Skinner et al. 1984);

= Gravidez, definida por critérios laboratoriais;

= Anemia significativa, definida como hemoglobina menor que 10 g/dL (Stoltzfus &
Dreyfuss 1998).
Para a realizacdo desse estudo, cinquenta e trés individuos foram avaliados, sendo

quinze do grupo controle (08 mulheres e 07 homens) com idade variando de 14 a 52 anos (%

de idade 27,1 £ 10,4 e mediana 27,0); quinze do grupo TM*sL (07 mulheres e 08 homens)
com idade variando de 12 a 63 anos (% de idade 33,3 + 18,1 e mediana 29,0); vinte e trés do

grupo LC (08 mulheres e 15 homens) com idade variando de 07 a 45 anos (% de idade 22,3 +
11,1 e mediana 21,0) - Tabela 1.

Tabela 1: Caracterizacdo da populacdo avaliada

Variacgéo Médiade | Mediana

GRUPOS Siglas idade (anos) | idade (anos) | (anos)

Fem. | Masc. | TOTAL

Individuos ndo infectados CT 14 - 52 27,1+10,4 27,0 08 07 15

TM positivo sem lesdo  RILYASR 12 - 63 33,3+18,1 29,0 07 08 15

Pacientes com LC LC 07 - 45 2231111 21,0 08 15 23

Média de idade + desvio padrao.
Abreviagdes: LC - Leishmaniose cutdnea; TM - Teste intradérmico de Montenegro; Fem. - género feminino; Masc. -
género masculino.

Os pacientes do grupo LC foram categorizados em dois grupos, de acordo com o
tempo de evolucdo da lesdo que variou de 01 a 49 meses: grupo lesdo recente aqueles com
lesdes < 3 meses de evolugdo (02 mulheres e 05 homens) ¢ grupo lesdo tardia aqueles com
lesbes > 3 meses de evolucdo (06 mulheres e 10 homens) (Melby et al. 1994, Rocha et al.
1999, Baratta-Masini et al. 2007, Campanelli et al. 2010, Freitas-Teixeira et al. 2012, Hejazi
etal. 2012, Jara et al. 2013).

Além disso, dos vinte e trés pacientes do grupo LC doze apresentaram uma leséo e

onze mais que uma lesdo. Em relacdo ao tipo de lesdo, dez apresentaram lesdes tipicas e treze
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apresentaram lesdes atipicas, de acordo com critérios previamente descritos (Brasil MS 2006,
Brasil MS 2007, Guimaré&es et al. 2009).
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Figura 5: Caracterizacdo das lesGes dos pacientes portadores de leishmaniose cutdnea (LC) da comunidade
indigena Xakriab4. A Figura 5A representa um paciente com apenas uma lesdo do tipo Ulcero-crostosa. 5B
representa um paciente com duas lesdes vegetantes. 5C representa um paciente com lesdo tipica em forma de
Ulcera ovalada de base eritematosa, infiltrada com fundo avermelhado e bordas bem delimitadas e elevadas. 5D
representa um paciente com leséo atipica em forma de placa ulcerada (Fonte: Patricia Quaresma).

4.4  Obtengdo de formas promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis e marcagdo com

Isotiocianato de fluoresceina (FITC)

As formas promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis (MHOM/BR/1986/MSS),
foram obtidas a partir de cultivos em erlenmayers contendo 30 mL de meio liquido complexo
LIT suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) por 7 dias (final da fase estacionaria
de crescimento), em estufa B.O.D a temperatura de 26°C (Sadigursky & Brodskyn 1986,
Schuster & Sullivan 2002). Os parasitos foram transferidos para tubos cOnicos de
polipropileno de 50 mL (Falcon, Becton Dickinson - BD, E.U.A.) e a suspensdo foi submetida
a centrifugacdo diferencial a 10 x g (Centrifuga Beckman, Modelo J-6B, E.U.A.) durante 10
minutos a temperatura ambiente, para remocao de contaminantes como eritrocitos e grumos
de parasitos no sedimento. Os parasitos foram recuperados ap6s um periodo de repouso de 30
minutos em estufa B.O.D a temperatura de 26°C. Posteriormente, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo cénico de polipropileno de 50 mL e o sedimento foi desprezado.
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Em seguida, adicionou-se 20 mL de tampéo fosfato salino (PBS) 0,015M, pH 7,4 (SIGMA,
E.U.A.) - PBS 1X suplementado com 10% de SFB, homogeneizou-se com movimentos
circulares e a suspensdo celular foi centrifugada a 357 x g, durante 7 minutos a 18°C. Em
seguida, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi ressuspendido cuidadosamente.
Posteriormente, adicionou-se 1 mL de PBS 1X suplementado com 10% de SFB, os parasitos
foram contados em camara de Neubauer e a suspensio ajustada para 1x10® promastigotas/mL.

Para marcacdo das leishmanias, inicialmente quantidades equivalentes de parasitos
vivos e da preparagdo do fluorocromo FITC 200 png/mL (Fluorescein Isothiocyanate, Isomero
| - C21H1:NOsS) foram incubados por 30 minutos em estufa B.O.D a temperatura de 26°C.
Ap0s incubacdo com FITC, os parasitos foram lavados por centrifugacdo a 357 x g, durante
10 minutos a 18°C com PBS 1X. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado e a suspensao
foi ressuspendida em PBS 1X para um volume adequado de parasitos, ou seja, levando-se em
consideracdo o numero de amostras a serem testadas e a relagdo parasito/célula previamente
estabelecida (0,5/1). Posteriormente, caracteristicas morfométricas e a intensidade de
fluorescéncia dos parasitos foram avaliadas em citdmetro de fluxo em histograma de

fluorescéncia 1 (FITC) x numero de parasitos (Figura 6).
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Figura 6: Esquema ilustrativo da selecdo e marcacdo de formas promastigotas vivas de Leishmania (V.)
braziliensis. A figura 6A representa o perfil de promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis, selecionadas na
janela “gate Promastigotas” em grafico de distribuicdo pontual de tamanho versus granulosidade. A figura 6B
representa a intensidade média de fluorescéncia apresentada pelos parasitos apés a marca¢do com FITC em
gréfico de histograma.
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4.5 Preparacdo e obten¢do de antigeno sollvel de Leishmania (V.) braziliensis (LSA)

As formas promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis (MHOM/BR/1986/MSS)
foram cultivadas conforme descrito no item 4.4 da metodologia. Apos cultivo, verificou-se a
viabilidade das leishmanias pela técnica de “azul de Tripan”, e também presenca de agentes
contaminantes. Em seguida, os parasitos foram recuperados por centrifugacdo a 800 x g,
durante 10 minutos a 18°C e submetidos a duas lavagens com PBS 1X. Posteriormente, foi
realizado o ajuste da concentragio celular para aproximadamente 108 parasitos/mL. Para
obtencdo do LSA, os parasitos foram submetidos a trés processos de congelamento (-70°C) e
descongelamento (37°C), intercalados com processos de homogeneiza¢do por 30 segundos,
utilizando-se homogeneizador de tecido com pistdo de teflon (Wirtis, DT). Posteriormente, o
lisado de parasitos foi centrifugado a 37.000 x g, durante 90 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi coletado e dialisado contra PBS 1X, durante 72 horas a 4°C e, em seguida, esterilizado por
filtracdo em membrana com porosidade de 0,22 um (Filter milex HA, E.U.A.). O contetdo
protéico presente na preparacdo do antigeno sollvel de Leishmania foi determinado pelo
método descrito por Lowry et al. (1951). A preparagdo antigénica foi conservada a -70°C em
aliquotas (concentragdo de 325 pg/mL) para uso posterior nos ensaios de avaliacdo dos niveis
de o6xido nitrico intracelular em mondcitos do sangue periférico apés estimulacéo in vitro com

antigeno solavel de L. (V.) brazilienzis.

46  CARACTERIZACAO DA RESPOSTA IMUNE SISTEMICA E LOCALIZADA
Para alcangar os objetivos propostos, o presente estudo realizou a “Caracterizacdo da

resposta imune no sangue periférico e no infiltrado inflamatério de lesGes de pacientes

portadores de leishmaniose cutdnea”. A Figura 7 representa, de forma esquemaética, as

estratégias experimentais utilizadas.
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mondcitos subpopulagdes delinfocitos T histopatolégica
Receptores Fcy \L l
Receptor do complemento Intracitoplasmatico Citocinas e Quantificagdo da
Moléculas de ativacdo Quimiocinas cargaparasitaria
MO'ECUF'?S de Co'esi'”;l”'agao Monécitos: LT CD4* e CD8* IL-10  CCL2
eceptores Tol IL-10 IL-10 TGF-p CCL3
TGF-B IL-4 IL-4  CCL5
L-12 IFN-y IL-12  CXCL10
TNF-o IL-17 IFN-y
TNF-a

Oxido nitrico*

Figura 7: Desenho esquemaético, ilustrando as estratégias experimentais utilizadas para caracterizacdo da
resposta imune no sangue periférico e no infiltrado inflamatorio de lesBes de pacientes portadores de
leishmaniose cutdnea. *A avaliacdo da producgdo de éxido nitrico intracelular foi realizada apds estimulo com
antigeno sollvel de Leishmania (LSA).

47  CARACTERIZACAO DA RESPOSTA IMUNE NO SANGUE PERIFERICO DA
POPULACAO AVALIADA

4.7.1 Ensaios de fagocitose de formas promastigotas vivas de Leishmania (V.) braziliensis

Na execucdo dos ensaios da avaliagdo imunoldgica no sangue periférico foram
utilizadas duas abordagens metodoldgicas, sendo uma destinada a avaliacdo do perfil
imunofenotipico de mondcitos pela analise de marcadores de superficie e outra ao perfil
funcional de monéticos e linfocitos T CD4" e CD8" pela andlise de citocinas
intracitoplasmaticas. Inicialmente, foram coletadas amostras de sangue periférico em tubos
contendo anticoagulante EDTA (4 mL) e heparina sodica (30 mL) (Vacutainer, Becton
Dickinson - BD, E.U.A.). Em seguida, o0 hemograma foi realizado e a partir do valor da global
de leucdcitos de cada individuo avaliado, calculou-se 0s ajustes necessarios para obtencdo de
uma preparacao celular com 1 x 107 leucécitos/mL.

Posteriormente, o sangue periférico coletado em heparina sddica foi transferido para
um tubo conico de polipropileno de 50 mL (Falcon, Becton Dickinson - BD, E.U.A.) e
centrifugado a 664 x g a temperatura de 18°C por 10 minutos. Ap6s centrifugacdo, o plasma
obtido foi retirado e armazenado a temperatura de -70°C. Em seguida, adicionou-se PBS 1X

suplementado com 10% de SFB (mesmo volume de plasma retirado), a suspenséo celular foi
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homogeneizada e lavada por centrifugacdo a 664 x g a temperatura de 18°C por 10 minutos
(esse procedimento foi repetido por mais uma vez). Por fim, foi realizado o ajuste da
concentracio celular para 1 x 107 leucocitos/mL.

Ap0s ajuste, leucocitos do sangue periférico foram incubados com parasitos vivos em
tubos de cultura de polipropileno de 14 mL (Falcon, Becton Dickinson - BD, E.U.A.) por uma
hora sob agitacdo constante em homogeneizador hematolégico (Hemoquimica Mod. H1,
Brasil) em estufa a 37°C, contendo 5% de CO». Além disso, foram realizadas também culturas
nas mesmas condicdes descritas acima, entretanto, na auséncia de parasitos, que foram
utilizadas como culturas-controle. Apds esse periodo de incubacdo, foram adicionados 20 pL
de Brefeldina A - BFA (Sigma, E.U.A.) em todos 0s tubos (concentracéo final de 10 ug/mL),
que foram mantidos por mais quatro horas em estufa nas condi¢cbes mencionadas
anteriormente. Posteriormente, foram adicionados 220 pL de EDTA (Sigma, E.U.A)
(concentracdo final de 2 mM), e as amostras foram incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. E importante mencionar que foram realizadas culturas em
duplicata para avaliacdo do perfil de expressdo de marcadores de superficie celular e citocinas

intracelulares.

4.7.2 Avaliacdo do perfil imunofenotipico em mondcitos do sangue periférico da populacao

avaliada

Amostras de 200 pL das culturas obtidas nos ensaios de fagocitose foram transferidas
para tubos de poliestireno de 5 mL (Falcon, Becton Dickinson - BD, E.U.A.), contendo 2 uL
de anticorpos monoclonais para identificacdo da populacdo de mondcitos (anti-CD14-PerCP)
e receptores Toll (TLRs) (anti-TLR-2-PE, anti-TLR-4-PE), receptores Fcy (anti-CD32-PE,
anti-CD64-PE), receptor do complemento (anti-CD35-PE), moléculas de ativagdo (anti-MHC-
1-PE, anti-HLA-DR-PE, anti-CD23-PE) e moléculas de co-estimulacdo (anti-CD80-PE, anti-
CDB86-PE) (Tabela 2). Em seguida, as amostras foram incubadas por 30 minutos, a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Posteriormente foram submetidas a etapa de lise dos
eritrécitos, utilizando-se 3 mL de solugdo de lise comercial (Facs Lysing Solution - FLS,
Becton Dickson - BD, E.U.A), diluida dez vezes em agua destilada, e incubadas por 10
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. As amostras foram centrifugadas a 357 x
g a temperatura de 18°C por 7 minutos. Em seguida, os sobrenadantes foram desprezados, as
suspensdes celulares ressuspendidas em vortéx e foram adicionados 3 mL de PBS 1X,
contendo 0,5% de albumina bovina sérica e 0,1% de azida sodica (Sigma, E.U.A.) - PBS-W.
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As células foram lavadas por centrifugacdo a 357 x g a temperatura de 18°C por 7 minutos.
Posteriormente, os tubos foram vertidos, as suspensdes celulares ressuspendidas em vortéx e
foram adicionados 150 pL de solugdo fixadora - MFF (10 g/L de paraformaldeido, 1% de
cacodilato de sodio, 6,67 g/L de cloreto de sédio, pH 7,2) em cada tubo. Apds um periodo de
15 minutos a 4°C, um total de 3.000 mondcitos foram adquiridos e a analise dos parametros

morfométricos e imunofenotipicos foi determinada com o auxilio do citémetro de fluxo
FACScan (Becton Dickson - BD, E.U.A.).
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Tabela 2: Anticorpos utilizados para avaliacdo do perfil imunofenotipico de mondcitos e

linfocitos T

MARCADOR

FLUOROCROMO CLONE CONCENTRAGAO

FUNCOES/EXPRESSAO

Anti-CD14

PerCP

0,5 Hg

Receptor para complexo de
lipopolissacarideo e proteina
ligadora de lipopolissacarideo
(LBP) expresso em células
mielomonaciticas.

Anti-CD4

PerCP

SK3

0,5 ug

Co-receptor para MHC de classe
11. Expresso em subgrupos de
timocitos, linfécitos T,
monaocitos e macréfagos.

Anti-CD8

PerCP

SK1

0,5 ug

Co-receptor para MHC de
classe I. Expresso em subgrupos
de timdcitos e linfocitos T
citotdxicos.

Anti-TLR-2

PE

TL2.1

0,5 ug

Receptor envolvido no
reconhecimento de patogenos e
ativacdo da resposta imune inata.
Expresso em mondcitos e
neutrofilos.

Anti-TLR-4

PE

HTA125

0,5 ug

Receptor envolvido no
reconhecimento de patégenos e
ativacdo da resposta imune inata.
Expresso em mondcitos e
mastocitos.

Anti-CD16

PE

3G8

0,5 g

Componente de baixa afinidade
do receptor Fc (Fcy RIII).
Medeia a fagocitose e a ADCC.

Anti-CD32

PE

FLI8.26

0,5 ug

Receptor Fc de baixa afinidade
para imunoglobulinas agregadas:
complexos imunes.

Anti-CD64

PE

10.1

0,5 ug

Receptor de alta afinidade para
1gG. Medeia a fagocitose, a
captura do antigeno e a ADCC.

Anti-CD35

PE

Ell

0,5 pg

Receptor 1 de complemento, liga
C3Db e C4b, mediador de
fagocitose.

Anti-MHC-I

PE

G46-2.6

0,5 ug

Molécula de MHC de classe I,
expressa em células nucleadas
humanas.

Anti-HLA-DR

PE

TU36

0,5 ug

Molécula de MHC de classe 11
expressa na superficie de células
humanas.

Anti-CD23

PE

M-L233

0,5 g

Molécula de ativacdo celular,
receptor de baixa afinidade de
IgE (FceRID). Expresso em
células B maduras, macréfagos
ativados, eosinofilos, plaquetas.

Anti-CD80

PE

L307.4

0,5 ug

Co-regulacdo de ativacdo de
linfocitos T. Expresso em céls.
apresentadoras de antigeno.

Anti-CD86

PE

BAF141

0,5 ug

Co-regulacgdo de ativacdo de
linf6citos T. Expresso em céls.
apresentadoras de antigeno.

Fonte: CD Reference Chart. 9th HLDA International Conference 2010, Imunobiologia: o sistema imune na saide e

na doenca 2007.

Abreviacdes: ADCC - Citotoxicidade celular dependente de anticorpo.
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4.7.3 Avaliacdo do perfil de citocinas intracitoplasmaticas em mondcitos e linfécitos T
CD4" e CD8" do sangue periférico

Amostras de 500 L das culturas obtidas nos ensaios de fagocitose foram transferidas
para tubos de poliestireno de 5 mL (Falcon, Becton Dickinson - BD, E.U.A.) contendo
anticorpos monoclonais para identificacdo da popula¢do de mondcitos (identificada por anti-
CD14-PerCP) e subpopulacgtes de linfocitos T (identificadas por anti-CD4-PerCP e anti-CD8-
PerCP) (Tabela 2). Em seguida, as amostras foram incubadas por 30 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Posteriormente foram submetidas a etapa de lise dos eritrocitos,
utilizando-se 3 mL de solugéo de lise comercial (Facs Lysing Solution - FLS, Becton Dickson
- BD, E.U.A), diluida dez vezes em agua destilada, e incubadas por 10 minutos, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. As amostras foram centrifugadas a 357 x g a temperatura de
18°C por 7 minutos e posteriormente, o sobrenadante foi desprezado e a suspensao celular
ressuspendida em vortéx. Em seguida, foram adicionados 500 puL de PBS-W, as amostras
foram homogeneizadas em vortéx e posteriormente foram acrescentados 3 mL de PBS-W
contendo 0,5% de saponina (Sigma, E.U.A.) - PBS-P. Os tubos foram fechados,
homogeneizados por inversdo e incubados por 10 minutos, a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Apds incubacdo, as suspensdes celulares foram lavadas por centrifugacdo a 357
X g a temperatura de 18°C por 7 minutos. Os sobrenadantes foram desprezados, as suspensdes
celulares ressuspendidas em vortéx e foram adicionados 3 mL de PBS-W. Em seguida, as
células foram lavadas por centrifugacdo a 357 x ¢, a temperatura de 18°C por 7 minutos.
Posteriormente, os sobrenadantes foram desprezados e as células ressuspendidas em 250 pL
de PBS-W. Aliquotas de 30 pL das amostras foram transferidas para placas de fundo em U de
96 pocos (Falcon, Becton Dickinson - BD, E.U.A.), contendo 20 uL de anticorpos
monoclonais anti-citocinas (IL-10, IL-12, TNF-a, TGF-B, IL-4, IFN-y, IL-17 - Tabela 3),
previamente diluidos em PBS-P, e, em seguida, incubadas por 30 minutos a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Ap6s incubacdo, foram adicionados 100 uL de PBS-P/poco,
homogeneizou-se levemente e a placa foi submetida a centrifugacéo a 357 x g, a temperatura
de 18°C por 7 minutos. Os sobrenadantes foram desprezados, as células ressuspendidas em
vortéx e em seguida, foram adicionados 200 pL de PBS-W, homogeneizou-se levemente e as
suspensoes celulares foram lavadas por centrifugacdo a 357 x g, a temperatura de 18°C por 7
minutos. Os sobrenadantes foram desprezados, as células ressuspendidas em vortéx e foram
adicionados 200 uL de solucdo fixadora - MFF/pogo. Em seguida, as suspensdes celulares

foram transferidas para microtubos de poliestireno de 500 uL (Falcon, Becton Dickinson -
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BD, E.U.A.). Ap6s um periodo de 15 minutos a 4°C, um total de 3.000 mondcitos foram

adquiridos e a anélise dos parametros morfométricos, fenotipicos-funcionais foi determinada

com o auxilio do citbmetro de fluxo FACScan - BD.

Tabela 3: Anticorpos utilizados para avaliacdo do perfil de citocinas intracitoplasmaticas

MARCADOR FLUOROCROMO

CLONE

CONCENTRACAO

FUNCOES/FONTES

Anti-1L-10

PE

JES3-19F1

0,25 g

Potente supressor das
funcbes dos macrofagos.
Produzida por células T,

macrdfagos.

Anti-IL-12

PE

Cl115

0,25 ug

Ativa células NK, induz a
diferenciagéo de células T
CD4 em células Tipo 1.
Produzida por macréfagos e
células dendriticas.

Anti-TNF-a

PE

MADb11

0,25 ug

Inflamacé&o local, ativagdo

endotelial. Produzido por

macrofagos, células NK e
células T.

Anti-TGF-B

PE

TB21

0,25 g

Inibe crescimento celular,
antiinflamatoério, induz
mudanca para producéo de
IgA. Produzido por
condrécitos, mondcitos e
células T.

Anti-IL-4

PE

8D4-8

0,25 ug

Ativacdo de células B,
mudanca para IgE, induz
diferenciacdo em células

Tipo 2. Produzida por

células T e mastdcitos.

Anti-IFN-y

PE

4S.B3

0,25 ug

Ativagdo de macrdfagos,
aumento da expressao de
moléculas MHC e dos
componentes do
processamento de antigenos,
mudanca de classe de Ig,
supressao de resposta Tipo
2. Produzido por células T e
células NK.

Anti-IL-17

PE

eBio64DEC17

0,25 pg

Induz a produgdo de
citocinas pelas células
epiteliais, endotélio e

fibroblastos. Produzida por
células CD4 de memoria.

Fonte: Sigal 2004 (Part | and I1), Imunobiologia: o sistema imune na salde e na doenga 2007.

4.7.4 Estratégias experimentais utilizadas para andlise dos dados

Para alcancar os objetivos propostos da avaliacdo imunoldgica do sangue periférico,

trés estratégias experimentais foram empregadas e estdo ilustradas de forma esquematica na

figura 8. Inicialmente avaliou-se a capacidade fagocitica da populacdo de estudo através do
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percentual de ceélulas monociticas que fagocitaram promastigotas de L. (V.) braziliensis
marcadas com FITC (mondcitos CD14*Fluoresceina-FL-1") conforme item 4.7.5.

A proxima estratégia correspondeu a avaliagdo do perfil fenotipico-funcional de
mondcitos que ndo fagocitaram (CD14"FL-17/Leish?) e aqueles que fagocitaram (CD14*FL-
1%/Leish™) promastigotas de L. (V.) braziliensis marcadas com FITC conforme item 4.7.6.

Por fim, os pacientes avaliados foram subcategorizados de acordo com a capacidade
fagocitica, baseado no indice denominado “Capacidade fagocitica relativa” descrito no item
4.7.7. Posteriormente, avaliou-se o perfil fenotipico-funcional de mondcitos e linfocitos T

CD4" e CD8" do sangue periférico, considerando a classificacdo proposta.

Avaliacdo dacapacidade
Fagocitica
% CD14*FL-1*

Células Capacidade fagocitica relativa
CD14*FL-1- CD14+FL-1* (IMF Leish*/IMF Leish- x % Leish*)
Leish- Leish* J Capaq_dade T Capacll_dade
fagocitica fagocitica
Perfil fenotipico: Perfil fenotipico: Perfil fenotipico: Perfil fenotipico:
¥ Receptores Fcy Receptores Fcy Receptores Fcy Receptores Fcy
¥ Receptor do complemento Receptor do complemento Receptor do complemento Receptor do complemento
¥ Ativagao Alivagéo Ativagao Ativagao
¥ Co-estimulaggo Co-estimulagéo Co-estimulagio Co-estimulagéo
¥ Receptores Toll Receptores Toll Receptores Toll Receptores Toll
Perfil funcional: Perfil funcional: perfil funcional: perfil funcional:
¥ Citocinas Citocinas Citocinas Citocinas
intracitoplasmaticas intracitoplasmaticas intracitoplasmaticas intracitoplasmaticas

Figura 8: Desenho esquemaético, ilustrando estratégias experimentais utilizadas para analise da capacidade
fagocitica e perfil fenotipico-funcional da populacao avaliada, de acordo com as classificagdes propostas.

4.75 Aquisicdo e andlise ex vivo da capacidade fagocitica de mondcitos do sangue
periférico por citometria de fluxo

Para identificacdo da populacdo celular de interesse e determinacdo da capacidade
fagocitica de monadcitos do sangue periférico utilizou-se o software FlowJo (Flow Cytometry
Analysis Software, verséo 7.6.5.).

A Figura 9 representa, de forma esquematica, 0 método utilizado para analise dos
resultados. A primeira estratégia (Figura 9A) consistiu na identificacdo da populacdo de

monocitos, que foi selecionada por uma janela - “gate”, atraves da construcdo de graficos de
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densidade de fluorescéncia-3 (FL-3, CD14-PerCP) versus granulosidade celular (Side Scatter
- SSC). Apos a selecdo da populacdo de interesse, as figuras 9B e 9C representam o perfil de
monaocitos na auséncia e presenca de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis marcadas
com FITC, respectivamente. Dessa forma, a figura 9C ilustra, no quadrante duplo positivo
(Q2), percentual de mondcitos que fagocitaram leishmanias-FITC (CD14"FL-1%), em grafico
de densidade de fluorescéncia-1 (FL-1, FITC) versus fluorescéncia-3 (FL-3, CD14-PerCP).
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CD14-PerCP FL-1 Promastigotas
marcadas com FITC

Figura 9: Analise representativa da capacidade fagocitica de mondcitos do sangue periférico da populacéo
avaliada (grupo com teste de Montenegro positivo sem lesdo - TM*sL) por citometria de fluxo. A figura 9A

representa o perfil celular da populacdo de mondcitos, selecionada na janela “gate” mondcitos em gréafico de

densidade de fluorescéncia-3 (CD14-PerCP) em funcdo da granulosidade. A figura 9B representa o perfil de
andlise da populagdo de mondcitos na auséncia de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis em gréfico de
densidade de fluorescéncia-1 (FL-1) versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP). A figura 9C representa o perfil de
andlise da populacdo de mondcitos na presenca de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis marcadas com
FITC, indicando no quadrante duplo positivo (Q2) o percentual de monécitos que fagocitaram o parasito-FITC
em grafico de densidade de fluorescéncia-1 (FITC) versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP).

4.7.6 Aquisicdo e andlise ex vivo do fenotipo celular e perfil de citocinas
intracitoplasmaticas em células CD14*FL-1" (Leish)) e CD14"FL-1* (Leish™) do sangue
periférico por citometria de fluxo

Para identificacdo da populacdo celular de interesse e determinacdo do valor
percentual/intensidade média de fluorescéncia (IMF) dos marcadores fenotipicos e do valor
percentual de citocinas intracitoplasmaticas avaliados utilizou-se o software FlowJo.

A Figura 10 representa, de forma esquematica, 0 metodo utilizado para analise dos
resultados. A primeira estratégia (Figura 10A) consistiu na identificacdo da populacdo de
mondcitos (células CD14"), que foi selecionada por uma janela - “gate”, através da
construcdo de graficos de densidade de fluorescéncia-3 (FL-3, CD14-PerCP) versus
granulosidade celular (Side Scatter - SSC). A proxima estratégia (Figura 10B) consistiu na
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identificacdo de células CD14" que ndo fagocitaram promastigotas de L. braziliensis
marcadas com FITC (CD14'FL-1) e células CD14" que fagocitaram leishmanias-FITC
(CD14"FL-1%) que foram selecionadas por janelas - “gate Leish™ e Leish* ”, respectivamente,
atraves da construcdo de graficos de densidade de fluorescéncia-1 (FL-1, FITC) versus
fluorescéncia-3 (FL-3, CD14-PerCP) (Figura 10B). Dessa forma, as préximas estratégias
consistiram na analise do fendtipo celular e perfil de citocinas intracitoplasmaticas em células
CD14"FL-1" (Leish) e CD14"FL-1" (Leish™) do sangue periférico. As Figuras 10C e 10D
ilustram, no quadrante duplo positivo (Q2), a deteccdo do receptor Fcy CD16 na populagéo de
células Leish™ e Leish*, respectivamente, em grafico de densidade de fluorescéncia-2 (FL2,
CD16-PE) versus fluorescéncia-3 (FL3, CD14-PerCP). As Figuras 10E e 10F representam a
deteccdo da molécula de ativacgdo HLA-DR na populacdo de células Leish™ e Leish,
respectivamente, em grafico de histograma de fluorescéncia-2 (FL2, HLA-DR-PE) versus
numero de eventos. As Figuras 10G e 10H ilustram, no quadrante duplo positivo (Q2), a
deteccdo intracitoplasmatica da citocina TNF-a na populacdo de células Leish™ e Leish®, em
grafico de densidade de fluorescéncia-2 (FL2, TNF-a-PE) versus fluorescéncia-3 (FL3, CD4-
PerCP).
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Figura 10: Anélise de células CD14*FL-1" (Leish) e CD14*FL-1* (Leish*) do sangue periférico da populagdo avaliada (grupo com
leishmaniose cutanea - LC) por citometria de fluxo. A figura 10A representa o perfil celular da populagdo de mondcitos (células
CD14%), selecionada na janela “gate” mondcitos em gréafico de densidade de fluorescéncia-3 (CD14-PerCP) em funcdo da
granulosidade. 10B representa o perfil de analise de células Leish™ e Leish* em grafico de contorno de fluorescéncia-1 (FL-1) versus
fluorescéncia-3 (CD14-PerCP). 10C e 10D representam o perfil de analise de células Leish™ e Leish*, respectivamente, positivas
para CD16 no quadrante duplo positivo (Q2) em grafico de zebra de fluorescéncia-2 (CD16-PE) versus fluorescéncia-3 (CD14-
PerCP). 10E e 10F representam a analise da molécula HLA-DR por intensidade média de fluorescéncia (IMF) na populagdo de
células Leish e Leish*, respectivamente, em grafico de histograma de fluorescéncia-2 (HLA-DR-PE) versus nimero de eventos.
10G e 10H representam o perfil de analise de células Leish™ e Leish*, respectivamente, positivas para citocina TGF- no quadrante
duplo positivo (Q2) em grafico de zebra de fluorescéncia-2 (TGF-B-PE) versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP).
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4.7.7 Avaliagdo do fendtipo celular e perfil de citocinas intracitoplasmaticas em mondcitos
e linfocitos T CD4" e CD8" do sangue periférico, considerando a capacidade fagocitica
relativa

Com o intuito de verificar se uma capacidade fagocitica diferenciada estaria associada
a um perfil fenotipico-funcional distinto criou-se um indice denominado “Capacidade
fagocitica relativa”. Para elaboracao desse indice a primeira estratégia (Figura 11A) consistiu
na identificacdo da populacdo de mondcitos, que foi selecionada por uma janela - “gate”,
através da construcdo de gréaficos de densidade de fluorescéncia-3 (FL-3, CD14-PerCP)
versus granulosidade celular (Side Scatter - SSC). Posteriormente, mondcitos que nao
fagocitaram promastigotas de L. (V.) braziliensis marcadas com FITC (Leish’) e aqueles que
fagocitaram leishmanias-FITC (Leish®) foram identificados/selecionados por janelas - “gate
Leish™ e Leish™”, respectivamente, através da construcdo de graficos de densidade de
fluorescéncia-1 (FL-1, FITC) versus fluorescéncia-3 (FL-3, CD14-PerCP). Dessa forma, o
indice “Capacidade fagocitica relativa” foi calculado, para cada individuo da populacdo
avaliada, através da razéo entre valores de intensidade média de fluorescéncia de mondcitos
Leish*/Leish” multiplicado pelo percentual de mondcitos Leish™ (Figura 11B). Em seguida, 0s
pacientes dos grupos CT, TM*sL e LC foram segregados, baseado na mediana dos valores do
indice elaborado, em duas categorias: Baixa ou Alta capacidade fagocitica.

As proximas estratégias de analise referem-se a avaliacdo do perfil fenotipico-
funcional de mondcitos e linfocitos T CD4* e CD8*, considerando a capacidade fagocitica

relativa.
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Figura 11: Estratégia para célculo do indice “Capacidade fagocitica relativa”. A figura 11A representa o perfil
celular da populacdo de mondcitos, selecionada na janela “gate” mondcitos em grafico de densidade de
fluorescéncia-3 (CD14-PerCP) versus granulosidade. 11B representa o perfil de analise de monécitos Leish™ e
Leish* em grafico de contorno de fluorescéncia-1 (FL-1) versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP). A férmula
utilizada para calculo do indice “Capacidade fagocitica relativa” esté ilustrada dentro do gréfico.

4.7.7.1 Aquisicdo e andlise ex vivo do fenétipo celular de mondcitos do sangue periférico por

citometria de fluxo

A identificacdo da populacdo celular de interesse e a determinacdo do valor
percentual/IMF dos marcadores fenotipicos avaliados foram realizadas pelo software FlowJo.
As Figuras 12 e 13 representam, de forma esquematica, o0 método utilizado para a analise
desses resultados. A primeira estratégia (Figuras 12A e 13A) consistiu na identificacdo da
populagdo de mondcitos, que foi selecionada por uma janela - “gate”, através da construcdo
de gréficos de densidade de fluorescéncia-3 (FL3, CD14-PerCP) versus granulosidade celular
(Side Scatter - SSC). A Figura 12B ilustra, no quadrante duplo positivo (Q2), a deteccdo da
molécula de ativacdo CD23 na populagdo de mondcitos, em grafico de densidade de
fluorescéncia-2 (FL2, CD23-PE) versus fluorescéncia-3 (FL3, CD14-PerCP). A Figura 13B
representa a deteccdo do receptor do complemento CD35 na populagdo de mondcitos, em

grafico de histograma de nimero de eventos versus fluorescéncia-2 (FL2, CD35-PE).
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Figura 12: Analise do fenotipo celular de monécitos do sangue periférico da populacdo avaliada (grupo com
teste de Montenegro positivo sem lesdo - TM*sL) por citometria de fluxo. A figura 12A representa o perfil
celular da populacdo de mondcitos, selecionada na janela “gate” mondcitos em grafico de densidade de
fluorescéncia-3 (CD14-PerCP) versus granulosidade. A figura 12B representa o perfil de analise da populagdo de
mondcitos positivos para CD23 no quadrante duplo positivo (Q2) em grafico de zebra de fluorescéncia-2 (CD23-
PE) versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP).
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Figura 13: Andlise do fenotipo celular de mondcitos do sangue periférico da populacdo avaliada (grupo com
leishmaniose cutanea - LC) por citometria de fluxo. A figura 13A representa o perfil celular da populacéo de
monocitos, selecionada na janela “gate” mondcitos em grafico de densidade de fluorescéncia-3 (CD14-PerCP)
versus granulosidade. A figura 13B representa a detec¢do da molécula CD35 na populacdo de mondcitos, em
gréfico de histograma de fluorescéncia-2 (CD35-PE) versus nimero de eventos.

4.7.7.2 Aquisicdo e andlise pds-estimulacdo in vitro de citocinas intracitoplasméaticas em

mondcitos e linfécitos T CD4* e CD8™ do sangue periférico por citometria de fluxo

A identificacé@o da populagéo celular de interesse e a determinagéo do valor percentual
de citocinas intracitoplasmaticas avaliadas foram realizadas pelo software FlowJo. As Figuras

14, 15 e 16 representam, de forma esquematica, 0 método utilizado para a analise desses
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resultados. A primeira estratégia consistiu na identificacdo das populagdes de mondcitos
(Figura 14A) e linfocitos totais (Figuras 15A e 16A). A populacdo de mondcitos (Figura 14A)
foi selecionada conforme descrito no item 4.7.7.1 (Figuras 12A e 13A) da metodologia. A
Figura 14B ilustra, no quadrante duplo positivo (Q2), a deteccdo intracitoplasmatica da
citocina TNF-a na populacdo de monacitos, em grafico de densidade de fluorescéncia-2 (FL2,
TNF-0-PE) versus fluorescéncia-3 (FL3, CD14-PerCP).

A populacéo de linfocitos totais foi selecionada por meio de gréaficos de densidade de
tamanho celular (Forward Scatter - FSC) versus granulosidade celular (Figuras 15A e 16A). A
Figura 15B ilustra, no quadrante duplo positivo (Q2), a deteccdo intracitoplasmatica da
citocina IL-4 na populacédo de linfocitos T CD4", em grafico de densidade de fluorescéncia-2
(FL2, IL-4-PE) versus fluorescéncia-3 (FL3, CD4-PerCP). A Figura 16B ilustra, no quadrante
duplo positivo (Q2), a deteccdo intracitoplasmatica da citocina IL-10 na populacdo de
linfocitos T CD8*, em grafico de densidade de fluorescéncia-2 (FL2, IL-10-PE) versus
fluorescéncia-3 (FL3, CD8-PerCP).
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Figura 14: Andlise de mondcitos do sangue periférico da populacdo avaliada (grupo com leishmaniose cutanea -
LC) por citometria de fluxo. A figura 14A representa o perfil celular da populacdo de mondcitos, selecionada na
janela “gate” mondcitos em gréfico de densidade de fluorescéncia-3 (CD14-PerCP) versus granulosidade. A
figura 14B representa o perfil de analise da populagdo de mondcitos positivos para citocina TNF-o no quadrante
duplo positivo (Q2) em grafico de zebra de fluorescéncia-2 (TNF-a-PE) versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP).
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Figura 15: Andlise de linfécitos T CD4* do sangue periférico da populacdo avaliada (grupo controle - CT) por
citometria de fluxo. A figura 15A representa o perfil celular da populacdo de linfocitos totais, selecionada na
janela “gate” linfGcitos totais em gréfico de densidade de tamanho versus granulosidade. A figura 15B
representa o perfil de anélise da populacéo de linfécitos TCD4* positivos para citocina IL-4 no quadrante duplo
positivo (Q2) em gréfico de zebra de fluorescéncia-2 (IL-4-PE) versus fluorescéncia-3 (CD4-PerCP).
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Figura 16: Analise de linfocitos T CD8* do sangue periférico da populagdo avaliada (grupo controle - CT) por
citometria de fluxo. A figura 16A representa o perfil celular da populacdo de linfocitos totais, selecionada na
janela “gate” linfGcitos totais em gréfico de densidade de tamanho versus granulosidade. A figura 16B
representa o perfil de andlise da populacdo de linfcitos TCD8* positivos para citocina 1L-10 no quadrante duplo
positivo (Q2) em gréafico de densidade de fluorescéncia-2 (IL-10-PE) versus fluorescéncia-3 (CD8-PerCP).

4.7.8 Avaliacdo dos niveis de éxido nitrico intracelular em mondcitos do sangue periférico,

apos estimulagdo in vitro com antigeno solavel de L. (V.) brazilienzis

Para avaliagdo dos niveis de NO intracelular utilizou-se metodologia que foi
inicialmente descrita por Havenga et al. (2001) e StrijJdom, Muller & Lochner (2004) e
posteriormente adaptada e otimizada por nosso grupo (Schachnik et al. 2009). Essa estratégia
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experimental consistiu na utilizacdo do reagente diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF-
2DA) que possui capacidade de penetrar no citoplasma celular, onde é convertido, por acdo de
esterases, a DAF-2. Esse composto, na presenca de NO, sofre processo de oxidacdo, levando
a formacdo do triazolofluoresceina (DAF-2T) que emite fluorescéncia na cor verde (FL-1),
cuja intensidade é proporcional a concentracdo intracelular de NO e pode ser quantificada no
citdbmetro de fluxo.

Dessa forma, inicialmente, ajustou-se a preparacéo celular para 1 x 107 leucécitos/mL
e apds remocdo do plasma, adicionou-se PBS 1X suplementado com 2% de albumina sérica
bovina (BSA) (mesmo volume de plasma retirado). Apds ajuste, realizou-se culturas de curta
duracdo em tubos de polipropileno de 5 mL, por 4 horas em estufa 37°C, 5% de COg,
contendo as seguintes abordagens: controle da reacdo - amostras na presenca de PBS; controle
de producdo basal - amostras na presenca de DAF-2DA (concentracdo final de 2 puM);
controle positivo - amostras na presenca de DAF-2DA mais indutor da sintese de NO (LPS na
concentragdo final de 10 pg/mL); controle de especificidade - amostras na presenca de DAF-
2DA mais inibidor da sintese de NO (aminoguanidina na concentracdo final de 10 mM);
cultura estimulo-especifico - amostras na presenca de DAF-2DA mais antigeno sollvel de
formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (concentracdo final de 25 pg/mL).

Além disso, é importante mencionar que foi feito um tubo controle para cada estimulo,
ou seja, um tubo na auséncia do reagente DAF-2DA, com intuito de avaliar possiveis reaces
inespecificas.

Apds incubacdo, os tubos foram transferidos imediatamente para o gelo e adicionou-se
2 uL de anticorpo monoclonal para identificagdo da populagdo de mondcitos (anti-CD14-
PerCP). As amostras foram novamente incubadas por 20 minutos, a temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. Posteriormente foram submetidas a etapa de lise dos eritrocitos, utilizando-
se 2 mL de solucdo de lise comercial FLS, diluida dez vezes em &gua destilada, e incubadas
por 10 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, adicionou-se 1 mL de
PBS 1X e as amostras foram centrifugadas a 357 x g a temperatura de 4°C por 7 minutos. Os
tubos foram vertidos, as suspensdes celulares ressuspendidas e novamente lavadas com 2 mL
de PBS 1X. Posteriormente, os sobrenadantes foram desprezados, as suspensdes celulares
ressuspendidas em vortex e adicionou-se 150 pL de solucéo fixadora - MFF em cada tubo. As
amostras foram transferidas para tubos de poliestireno de 5 mL e ap6s periodo de 15 minutos
a 4°C, um total de 3.000 mondcitos foram adquiridos e a andlise dos parametros
morfométricos e imunofenotipicos foi determinada com o auxilio do citdmetro de fluxo
FACScan, Becton Dickson - BD, E.U.A.
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4.7.8.1 Aquisicdo e analise ex vivo dos niveis de oxido nitrico intracelular em mondcitos do

sangue periférico por citometria de fluxo

A identificacdo da populacao celular de interesse e a determinacdo do valor percentual
de células DAF-2T" foram realizadas pelo software FlowJo. A Figura 17 representa, de forma
esquematica, 0 método utilizado para analise desses resultados. A primeira estratégia (Figura
17A) consistiu na identificacdo da populacdo de mondcitos, que foi selecionada por uma
janela - “gate”, através da construcdo de graficos de densidade de fluorescéncia-3 (FL3,
CD14-PerCP) versus granulosidade celular (Side Scatter - SSC). Apo6s selecdo da populacéo
de interesse, a Figura 17B representa o perfil de mondcitos na auséncia do reagente DAF-
2DA. Em seguida, a Figura 17C ilustra, no quadrante duplo positivo (Q2), a deteccdo de
mondcitos produtores de NO (DAF-2T*), em grafico de densidade fluorescéncia-1 (FL1,
DAF-2T) versus fluorescéncia-3 (FL3, CD14-PerCP).
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Figura 17: Anéalise dos niveis de déxido nitrico intracelular em mondcitos do sangue periférico da populagdo
avaliada (grupo com teste de Montenegro positivo sem lesdo - TM*sL) por citometria de fluxo. A figura 17A
representa o perfil celular da populagdo de mondcitos, selecionada na janela “gate” mondcitos em grafico de
densidade de granulosidade versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP). A figura 17B representa o perfil de analise da
populagdo de mondcitos na auséncia do reagente DAF-2DA em grafico de fluorescéncia-1 (FL-1) versus
fluorescéncia-3 (CD14-PerCP). A figura 17C representa o perfil de anélise da populacdo de mondcitos
produtores de NO (DAF-2T*) no quadrante duplo positivo (Q2) em grafico de densidade de fluorescéncia-1
(DAF-2T) versus fluorescéncia-3 (CD14-PerCP).
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48 CARACTERIZACAO DA RESPOSTA IMUNE NO INFILTRADO
INFLAMATORIO DE LESOES DE PACIENTES PORTADORES DE LEISHMANIOSE
CUTANEA

Os dados apresentados neste topico compuseram a primeira publicacdo cientifica do
estudo intitulada “Gene expression profile of cytokines and chemokines in skin lesions
from Brazilian Indians with localized cutaneous leishmaniasis”, Costa-Silva et al.,

Molecular Immunology, 2013 e que esta inserida no topico “Anexos” da tese.

4.8.1 Populagéo de estudo

Fragmentos de 5,0 mm de tecido provenientes das lesbes de dezoito indigenas
pertencentes ao grupo LC foram coletados e acondicionados adequadamente, de acordo com a
metodologia a ser empregada. Inicialmente, parte desse fragmento foi armazenada em
microtubo de 1,5 mL estéril contendo solucdo salina com antibidticos (estreptomicina
100pg/mL e penicilina 500U/mL) para diagnostico parasitologico. E outra parte foi
armazenada em microtubo RNase-free embebido em resina sintética para criopreservagdo
(Tissue-Tek® OCT Compound, Sakura finetek, Torrance, CA, USA) e mantida em freezer a -
70°C até o momento da extracdo do material genético.

Além disso, coletou-se também fragmentos de tecido saudavel de cinco indigenas sem
sinais sugestivos de leishmaniose cutanea e com TM negativo. Esses individuos haviam sido
submetidos a pequenos procedimentos cirdrgicos no Hospital Municipal de Sdo Jodo das
Missbes, que também presta servicos de salde a Comunidade indigena Xakriaba, e
compuseram o grupo controle dessa parte do estudo.

A variacio de idade entre os individuos do grupo controle foi de 15 a 72 anos (* de
idade 44,6 £ 22,4 e mediana 39,0), sendo 02 mulheres e 03 homens. Entre os pacientes do
grupo LC, essa variacdo foi de 8 a 73 anos (% de idade 27,8 + 16,0 e mediana 25,5), sendo 06
mulheres e 12 homens (Tabela 5).

Posteriormente, os pacientes do grupo LC foram subdivididos de acordo com tempo
de evolucgéo da lesdo: lesdo recente aqueles com lesdes < 3 meses de evolugdo e lesdo tardia
aqueles com lesdes > 3 meses de evolucgdo (Jara et al. 2013); nimero de leses: uma leséo e >
uma lesdo; e tipo de lesdo: tipica e atipica, segundo critérios previamente descritos (Brasil
MS 2006, 2007, Guimaraes et al. 2009) (Tabela 5).
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4.8.2 Analise histopatoldgica

Para estudos histopatologicos, amostras de dezesseis pacientes do grupo LC e quatro
indigenas do grupo controle foram acondicionadas em formol tamponado (pH 7,2) a 10%,
incluidas em parafina e posteriormente processadas (de Magalhdes et al. 1986a, Bittencourt &
Barral 1991). E importante mencionar que para realizacio da anélise histopatoldgica, utilizou-
se uma parte do fragmento do tecido que estava armazenado em Tissue Tek. Em seguida, 0s
cortes histolégicos foram corados por hematoxilina e eosina (H&E) e examinados no
microscopio Zeiss AXIO OBSERVER.A1 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland).

Os principais pardmetros avaliados foram: identificacdo dos tipos celulares,
caracteristicas e classificacdo do infiltrado inflamatdrio, conforme descrito por de Magalhdes
et al. (1986a). As imagens exibidas em aumento de 20x e 63x foram digitalizadas pela cAmera
acoplada ao microscopio AxioCam MRc (Carl Zeiss, Jena, Deutschland), utilizando o
software AxioVision LE (version 4.8.2.0, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena,
Deutschland). Essa parte do estudo foi coordenada pelo médico anatomo-patologista e

infectologista Dr. Marcelo Antdnio Pascoal da Universidade Federal de Minas Gerais.

4.8.3 Avaliagdo da expressdo génica relativa por RT-gPCR

Essa parte do estudo foi coordenada pelas biologistas moleculares Dr®. Luciana Inacia

Gomes e Danielle Gomes Zauli do Centro de Pesquisa René Rachou.

4.8.3.1 Extracdo simultanea de RNA e DNA total de tecidos provenientes de lesdes de

pacientes portadores de leishmaniose cutanea

Com o intuito de obter RNA e DNA total suficiente para avaliacdo dos genes de
interesse e quantificacdo da carga parasitaria, respectivamente, o tecido armazenado em resina
sintética para criopreservacio (Tissue-Tek®) a -70°C foi cortado utilizando criostato (em
condi¢cbes RNase-free) do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da Escola de
Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Ap0s testes iniciais, verificou-se
que 50 fragmentos de 4 pum proporcionaria material genético suficiente para alcancar os
objetivos propostos.

Posteriormente, realizou-se a extracdo do material genético utilizando o RNeasy Micro

Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) que permite obtencdo de RNA de alta qualidade mesmo em
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quantidades minimas de amostra (< 5 mg). Além disso, o protocolo sugerido pelo kit foi
modificado segundo Martins (2009), possibilitando recuperacdo concomitante de DNA,
utilizado nos estudos de quantificacdo da carga parasitaria. As concentracdes de RNA e DNA
total foram determinadas utilizando o Qubit® Fluorometer (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) utilizando os kits: Quant-iT™ RNA Assay Kit e Quant-iT ds DNA HS Assay Kit,
respectivamente (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

Com o intuito de verificar a qualidade do material genético extraido, amostras de
tecido provenientes de lesGes de pacientes portadores de leishmaniose cutdnea da comunidade
indigena Xakriaba, porém que ndo faziam parte do biorrepositério do estudo, foram extraidas
sob as mesmas condi¢fes mencionadas acima e submetidas a eletroforese em gel de agarose
sob condi¢bes desnaturantes. A analise de integridade mostrou que as amostras avaliadas
apresentavam bandas integras referentes as subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal; e
bandas integras e unicas referentes ao DNA extraido.

Além disso, paralelo a determinacdo da concentracdo do material genético pelo
Qubit® Fluorometer (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) utilizou-se também o
espectofotdbmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, EUA) para
determinar o grau de pureza das amostras em relacdo a presenca de proteinas (leitura em
absorbancia a 260 e 280 nm). Posteriormente,verificou-se que todas amostras do presente
estudo apresentaram grau de pureza satisfatorio com razéo absorbancia 260/280 nm acima de
18.

4.8.3.2 Sintese de acido desoxirribonucleico complementar - cDNA

A transcricdo reversa para sintese do DNA complementar (cDNA) foi realizada
utilizando o kit Omniscript Reverse Transcription (Qiagen, Valencia, CA, USA), de acordo
com recomendac0es sugeridas pelo fabricante. De forma sintética, utilizou-se 50 ng de RNA
total previamente extraido, 2 pL de tampdo RT 10 vezes concentrado (concentragdo final 1x),
2 UL de mix dNTP 5 mM (concentracdo final 0,5 mM), 2 uL de Random primer
(concentracéo final 10 uM) (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), 0,25 pL de inibidor de
ribonuclease (RNasin) 40 U/uL (concentragdo final 10 U/20 uL) (Promega, Madison, WI,
USA), 1 pL de Omniscript Reverse Transcriptase 4 U (concentracdo final 4 U/20 L) e 4gua
RNase-free para um volume final de 20 puL. Em seguida as amostras foram incubadas por 60
minutos a 37°C e posteriormente, armazenadas a temperatura de -20°C até o momento da

amplificacdo por PCR em tempo real.
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4.8.3.3 Selecéo de iniciadores

Os iniciadores para os genes avaliados (IL10, TGFB1, IL4, IL12B, IFNG, TNF, CCL2,

CCL3, CCL5, CXCL10) no presente estudo foram selecionados através de levantamento
bibliografico ou desenho manual (Primer3web versdo 4.0.0), de acordo com 0s seguintes
critérios de validagéo:

1. Conteudo de C+G entre 50-60%;

2. Tamanho de 18-22 bases;

3. Temperatura de fuséo (Tm) entre 58-60°C;

4. Evitou-se utilizar iniciadores com mais de quatro bases em sequéncia de C e/ou G, e

com mais do que 2 C ou G nas cinco tltimas bases da extremidade 3’;

o

Variagdo do tamanho dos amplicons de 80 a 200 pares de bases (pb);
6. Sequéncias que estavam entre juncdes de exons e introns.

As concentragdes senso e anti-senso dos iniciadores selecionados foram estabelecidas
através da construcdo de matrizes de iniciadores (concentracdo que proporcionou menor C; e
maior ARp), em reacgdes de RT-gPCR com cDNA proveniente de amostras do grupo controle.
Além disso, utilizou-se o reagente Power Syber Green PCR Master Mix 2x (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) e condicdes de ciclagem universal: 95°C por 10 minutos,
seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C ou 62°C (IL12B and TNF) por 1 minuto
no aparelho StepOne Plus (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Para cada reagdo com 0s
iniciadores e ao final de 40 ciclos realizou-se andlise da curva de dissociacdo para verificar
ocorréncia de possiveis amplificacGes inespecificas. Essa analise foi realizada pelo software
StepOne versédo 2.1 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

As concentragdes estabelecidas, volume de cDNA, bem como temperatura de fuséo
(Tm) para cada iniciador dos genes avaliados no presente estudo estdo descritos na tabela 4.
Além disso, a tabela 4 descreve também sequéncia de nucleotideos, nimero de acesso ao

GenBank (NCBI) e tamanho dos amplicons.
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Tabela 4: Iniciadores utilizados para avaliacdo da expressao génica por RT-gPCR e suas caracteristicas

cenes | seavincinsuersorioos 5.y | cE5s0, | T [ oonomuacho [ voruve [ rewremares | encienon [ oo nerenencin
ACTB ;‘\’/V; égggfgf&%gﬁgfgg AY582799.1 120bp ;V\‘/’ SZL"\'\: 1.0uL 60.0 °C 98.1% 0.989 (Mulsgge‘;t il
o |CUSTRSCee TGS | o | mme | CUIMN | o | mae | s | oo | Orpme
TGFBL ;\\’/V; Ezggé‘émg%g%iﬁﬂ'“ NM_000660.4 |  136bp FRV\\/' g:gﬁl\'\: 1.0puL 60.0 °C 96.8% 0.999 (0:5?8693? et
v | et | s | o | WO | s | o | wen | | e
ne |DriTTomeeee e | s | s | I | tow | s | men | om | O
me | Tseeeerre | s | iy | I | iow | woc | o | oo | o
o o e e B P R I e P
ccLs ;V\\/'f ?gggfgﬁ%@gggﬁ:ﬁggﬁ D90144.1 140bp ';V\\/' i:gﬂm 1.0uL 60.0 °C 98.1% 0.990 (Zhgggoe)t ek
con | U SASEECTCRCTOTONTOSTA | copumos | e | 00 | sow | o | owe | oo | So
CXCL10 ;V\\/’GA%CC’EQETGTT%TT%%?%%LGTTCTCGT NM_001565.3 |  193bp ';V\\/' i:gﬂm 1.0uL 60.0 °C 93.0% 0.999 (T;'(‘)io‘;t)a"

Abreviagdes: FW - Forward primer; RV - Reverse primer.
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4.8.3.4 Avaliacdo da uniformidade dos niveis de expresséao do controle enddgeno

A etapa de validacdo da estabilidade do gene constitutivo é fundamental em reacGes de
PCR em tempo real, pois garante mais precisdo e confiabilidade na quantificagdo do alvo de
interesse. No presente estudo, o gene constitutivo ACTB foi previamente selecionado como
controle enddgeno. Para verificar a uniformidade de expressdo desse gene foi realizada uma
reacdo de RT-qPCR com amostras de cDNA provenientes de cada grupo do estudo: controle
(04 amostras), lesdo recente (04 amostras) e tardia (04 amostras). As condi¢cOes de reagédo e
ciclagem foram estabelecidas na etapa de escolha dos iniciadores e otimizacdo do ensaio,
conforme item 4.8.3.3 da metodologia e Tabela 4.

Posteriormente, os dados gerados foram analisados por comparacdo da média dos
niveis de ciclo threshold (C:) pela andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de
compara¢6es multiplas de Tukey (Figura 18). A analise dos resultados mostrou que ndao houve
diferenca significativa (p>0,05) entre os trés grupos avaliados (Grupo controle: Ctacts =
18.71 + 0.6730; Lesao recente: Ctacte = 17.88 £ 0.2141; Les&o tardia: Ctacts = 18.14 £
0.3129). Sendo assim, o gene ACTB foi escolhido como controle enddgeno para as reacdes de

RT-gPCR do presente estudo.
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Figura 18: Avaliacdo da uniformidade dos niveis de expressdo de ACTB da popula¢do avaliada por RT-gPCR.
Os resultados estdo apresentados como média e desvio padrdo dos niveis de C: em formato de gréficos de barras.

4.8.3.5 Avaliacgao da eficiéncia de amplificacéo dos iniciadores

A avaliacdo da eficiéncia da reacdo de RT-gPCR para os iniciadores utilizados no
presente estudo foi realizada através da construgdo de curvas-padrdo com dilui¢des seriadas

de uma amostra de cDNA do grupo controle (1 ng/uL a 0,05 ng/uL), conforme ensaio
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otimizado para cada gene alvo (Iltem 4.8.3.3 e Tabela 4). Posteriormente, os resultados foram
plotados em graficos onde o eixo X representava o Log da concentracdo de cDNA e 0 eixo0 Y,
o valor de C: para cada concentracdo. Os primers foram considerados adequados para
avaliacdo da expressdo génica quando apresentavam eficiéncia acima de 95%, determinada
pelo slope da curva aplicado na seguinte formula: Eficiéncia = [10CY51°P9 - 1] x 100. Os
valores de baseline e threshold foram ajustados para cada ensaio, utilizando-se o software
StepOne version 2.1 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). A eficiéncia da reacdo e o
respectivo coeficiente de linearidade de cada iniciador analisado estdo descritos na Tabela 4.

4.8.3.6 Deteccdo dos niveis de expressao génica de citocinas e quimiocinas por RT-gPCR

Os ensaios para analise da expressdo génica das amostras avaliadas no presente estudo
foram realizados utilizando 1,0 ou 2,0 (IL4) pL de cDNA, 12,5 uL de Power Syber Green
PCR Master Mix 2x (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e concentracao especifica para
cada iniciador (Tabela 4), perfazendo volume final de 25 pL de reacdo. Os ensaios foram
realizados em duplicata com o gene ACTB presente na mesma placa que os demais genes
avaliados. Além disso, dois controles internos foram incluidos a fim de verificar
contaminagdo por DNA genémico, bem como pureza dos reagentes (no template control -
NTC). Os valores de baseline e threshold foram ajustados para cada ensaio, utilizando o
software StepOne version 2.1 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Os resultados foram

expressos pelo método 2—AACt - 2—(Ct gene alvo - Ct ACTB) amostra teste-(Ct gene alvo - Ct ACTB)amostra controle

(Livak & Schmittgen 2001).

4.8.3.7 Analise do perfil panorémico de citocinas e quimiocinas moduladoras/inflamatorias

O padrdo global de expressdo génica relativa de citocinas e quimiocinas
moduladoras/inflamatorias foi analisado conforme metodologia descrita por nosso grupo
(Luiza-Silva et al. 2011a). Essa estratégia experimental consistiu em:

1. Quantificacdo dos niveis de expressdo génica para cada citocina/quimiocina avaliada;

2. Calculo do ponto de corte para segregar pacientes com baixa e alta expressdo das
citocinas/quimiocinas de interesse, empregando a mediana global de cada gene avaliado;

3. Posteriormente, os pacientes foram categorizados em baixos e altos “expressores”, de

acordo com mediana previamente determinada;
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4. Caélculo da freqiiéncia (%) de alto “expressores”, para cada gene avaliado, nos grupos
lesdo recente e tardia;

5. Determinagdo da assinatura de citocinas e quimiocinas desencadeada pelos grupos
lesdo recente e tardia.

As assinaturas foram comparadas pela sobreposicéo do perfil ascendente dos grupos.
Diferencas significativas foram consideradas quando a frequéncia para determinada citocina
ou quimiocina ultrapassou o percentil 501" (Campi-Azevedo et al. 2012).

Além disso, é importante mencionar que a analise dos dados por assinatura permite
deteccdo de diferencas sutis, por vezes ndo detectadas pelos métodos estatisticos

convencionais.

4.8.3.8 Analise por Heat map e agrupamento hierarquico

A anélise por heat map foi realizada com o intuito de verificar associacdo entre o perfil
de expressdo génica do infiltrado inflamatério de lesGes de pacientes portadores de LC,
segundo: tempo de evolugdo (recente e tardia), nimero (uma e > uma lesdo) e tipo (tipica e
atipica) de lesbes. Essa representacdo foi desenhada em linguagem R (R Development Core
Team 2011), utilizando bibliotecas gplots com os dados plotados convertidos para score-Z.

Para o agrupamento hierarquico dos pacientes avaliados utilizou-se bibliotecas hclust,
conforme Langfelder & Horvath (2012). Essa parte do estudo foi coordenada pelo
bioinformata Me. Tiago Antdnio de Oliveira Mendes da Universidade Federal de Minas

Gerais.

4.8.4 Quantificacdo da carga parasitaria

4.8.4.1 Fragmento alvo e iniciadores

O gene da pequena subunidade do RNA ribossomal (SSU rRNA), conservado em
todas espécies de Leishmania, foi escolhido como alvo para quantificagdo da carga parasitaria
no infiltrado inflamatério da populacéo avaliada (van Eys et al. 1992). Esse alvo apresenta
160 copias no genoma do parasito, conferindo sensibilidade e estabilidade quantitativa para o
ensaio.

Os iniciadores senso LEIS.Ul (5° - AAGTGCTTTCCCATCGCAACT - 3’) e
antisenso LEIS.L1 ( 5° - GACGCACTAAACCCCTCCAA - 3’), que geram um fragmento de
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67pb do SSU rRNA, foram utilizados conjuntamente com uma sonda TagMan, LEIS.P1
(FAM 5° - CGGTTCGGTGTGTGGCGCC - 3> TAMRA) (Wortmann et al. 2001).

4.8.4.2 Construcdo da curva padrao

A curva padrdo utilizada no ensaio molecular quantitativo para avaliacdo da carga
parasitéria foi elaborada a partir de plasmideos, contendo o fragmento de interesse clonado.
Sendo assim, os produtos de PCR do SSU rRNA foram clonados no vetor pCR-4 TOPO (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), conforme instrucdes do fabricante.

Inicialmente, a linhagem TOP10 da bactéria Escherichia coli foi submetida a ensaios
de competéncia, por meio de choque térmico, para torna-la apta ao vetor contendo o inserto.
Em seguida, as colbnias de bactérias foram avaliadas por PCR convencional, utilizando os
iniciadores mencionados anteriormente, para verificar presenca do fragmento de interesse.
Apds essa etapa, as bactérias foram cultivadas por 12 horas a 37°C em meio Luria-Bertani,
suplementado com ampicilina. Os plasmideos foram extraidos de acordo com protocolo de
extracdo plasmidial (Kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System - Promega,
Madison, WI, USA) e, posteriormente, submetidos a reacdo de restricdo enzimatica para
linearizacdo. Em seguida foram purificados (Kit Healthcare Illustra Microspin G-25 - GE
Healthcare Biosciences, Pittsburgh, USA) e dosados, e para construcdo da curva padrdo do
ensaio de RT-qPCR utilizou-se quantidades determinadas de copias do fragmento do genoma

de Leishmania (V.) braziliensis a ser amplificado.

4.8.4.3 PCR quantitativa em tempo real

A RT-gPCR foi realizada para determinar a quantidade de DNA de Leishmania nas
amostras teciduais avaliadas. O DNA previamente extraido foi submetido a amplificacdo e
quantificacdo do numero de copias do fragmento de 67pb do SSU rRNA de Leishmania (V.)
braziliensis.

Os ensaios foram realizados com os iniciadores descritos e o sistema de deteccao
TagMan® (Integrated DNA Technologies, Coralville, USA): iniciadores LEIS.U1
(concentragdo final 0,3 pmol/uL) e LEIS.L1 (concentragdo final 0,3 pmol/uL), TagMan®
Master Mix 1x e Sonda LEIS.P1 (concentracdo final 0,25 pmol/uL), perfazendo volume final
de 20 pL de reacdo. Todas as amostras foram avaliadas em duplicata. Curvas padrées com seis

pontos em triplicata (diluicbes seriadas em base decimal de 160.000.000 a 160) dos
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plasmideos pCR-4 TOPO (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) com o gene de interesse
clonado foram utilizadas em cada experimento.

O programa de amplificacdo foi realizado nas seguintes condig¢Ges: 95°C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 30 segundos para desnaturacdo e 60°C por 1 minuto
para anelamento, e, por fim, extensdo a 72°C por 5 minutos.

A quantidade de parasitos foi determinada por normalizacdo com o nimero de copias
do gene constitutivo ACTB, utilizando um fator de corre¢do (razdo entre 0 n° de copias de
ACTB das amostras/maior valor do n° de cépias de ACTB obtido no experimento) (Overbergh
et al. 1999, Gomes et al. 2012). Sendo assim, realizou-se ensaios de RT-gPCR para 0 gene
humano ACTB, utilizando os iniciadores Acol e Aco2 (Musso et al. 1996), que geram um
fragmento de 120pb, e o sistema de deteccdo Power Syber Green (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). Curvas padrdes obtidas e padronizadas (diluicbes seriadas em base
decimal de 2,44 x 10'° a 24.437,08), como descrito anteriormente, foram analisadas em cada
ensaio para determinacdo do nimero de copias do gene ACTB.

Todos os ensaios foram realizados e analisados no aparelho StepOne Plus e software
StepOne version 2.1 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), respectivamente.

49 Andalise estatistica dos dados

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism (San
Diego, E.UA., versdo 5.00) para comparagao entre os grupos. Para a analise comparativa entre
dois grupos foi empregado o teste T de student para dados paramétricos e o teste de Mann
Whitney para dados ndo paramétricos. Para a analise comparativa entre trés grupos foi
empregado o teste ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey para dados paramétricos e o
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunns para dados ndo paramétricos. A
associacdao entre citocinas produzidas no sangue periférico por monaocitos e subpopulacfes de
linfocitos T e aquelas expressas no infiltrado inflamatorio de lesdes de pacientes portadores de
leishmaniose foi investigada por andlises de correlagédo, utilizando o teste de correlacdo de
Spearman (r). As diferencas estatisticamente significativas foram consideradas quando o valor

de p foi menor que 0,05.
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APRESENTACAO DOS RESULTADOS

Os dados gerados no presente estudo serdo apresentados sob a forma de trés topicos.
No primeiro topico (TOPICO 1) serdo apresentados resultados referentes a “Caracterizagio
da resposta imune sistémica” por meio da avaliacdo da capacidade de mondcitos do sangue
periférico em internalizar promastigotas de L. (V.) braziliensis e caracterizacdo do perfil
fenotipico dessas células atraves da analise de receptores Fcy, receptor do complemento,
receptores Toll, moléculas de ativacdo e co-estimulacdo, apds interacdo com promastigotas
vivas de L. (V.) braziliensis. Além disso, serdo apresentados resultados relacionados a
caracterizacdo de aspectos funcionais (producao de citocinas e 6xido nitrico intracelulares) em
monocitos e linfécitos T do sangue periférico, ap6s a mesma estratégia de interacdo
mencionada acima.

No segundo topico (TOPICO II) serdo apresentados resultados referentes a
“Caracterizagdo da resposta imune localizada” através de avaliacdo histopatolédgica e analise
da expressdo génica de citocinas e quimiocinas por RT-qPCR, bem como quantificacdo da
carga parasitaria no infiltrado inflamatdrio das lesdes dos pacientes do grupo LC.

No terceiro topico (TOPICO Ill) sera apresentada uma sintese com os resultados mais
significativos do presente estudo.
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5.1 TOPICO I:
“Avaliacdo da capacidade fagocitica e caracterizacao do perfil fenotipico-funcional de

mondcitos e linfocitos T do sangue periférico de pacientes portadores de leishmaniose

cutanea, ap6s interacdo com promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis”
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5.1.1 Avaliacdo da capacidade fagocitica de mondcitos do sangue periféerico de pacientes
portadores de leishmaniose cutanea, apds interacdo com promastigotas vivas de L. (V.)

braziliensis

Por mecanismos ainda ndo totalmente esclarecidos, envolvendo receptores do
complemento (CR1, CR3 e C3b) e ligantes em ambas superficies, o parasito adere-se a
superficie de macrofagos, sendo internalizado por um processo denominado fagocitose
(Awasthi, Mathur & Saha 2004).

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade fagocitica
de mondcitos do sangue periférico de pacientes portadores de LC. Esse parametro foi
analisado pelo percentual de células CD14*FL-1* (Figura 19).

A avaliacdo da capacidade fagocitica de mondcitos do sangue periférico da populagéo
estudada demonstrou que pacientes do grupo LC apresentaram menor percentual de células
CD14"FL-1" em relacéo aos grupos CT e TM™sL - Figura 19.
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Figura 19: Avaliacdo da capacidade fagocitica de mondcitos de individuos dos grupos Controle (D = 15),

Teste de Montenegro positivo sem lesédo (. = 15) e Leishmaniose cutanea (. = 23). Os resultados estdo
apresentados como mediana e intervalo interquartil do percentual de células CD14*FL-1* em formato de graficos
de barras. As diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em relacdo ao
grupo LC estdo representadas pelas letras a e b, respectivamente.
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5.1.1.1 Avaliacdo de receptores Fcy (CD16, CD32 e CD64) e receptor do Complemento
(CD35) em células CD14*FL-1" (Leish’) e CD14*FL-1* (Leish®) do sangue periférico de
pacientes portadores de leishmaniose cutanea, apds interagdo com promastigotas vivas de L.

(V.) braziliensis

A andlise de receptores Fcy (CD16, CD32, CD64) e do complemento (CD35) em
mondcitos circulantes Leish™ e Leish* de pacientes portadores de LC foi realizada com o
intuito de avaliar o impacto que a internalizacdo de formas promastigotas vivas de L. (V.)
braziliensis teria na expressdo desses marcadores. Os receptores CD32, CD64 e CD35
(Figuras 20B, 20C, 20D respectivamente) foram analisados pela intensidade media de
fluorescéncia (IMF) e CD16 (Figura 20A) pelo valor percentual de mondcitos positivos para
esse marcador.

A anélise do perfil de receptores Fcy (CD16, CD32 e CD64) demonstrou que
monacitos Leish™ do grupo LC apresentaram maior percentual de CD16 quando comparado ao
grupo TM'sL (Figura 20A). A avaliacdo de CD64 mostrou que mondcitos Leish® do grupo
LC apresentaram maior IMF dessa molécula em relagdo aos grupos CT e TM*sL (Figura
20C). Além disso, verificou-se que mondcitos Leish™ dos grupos CT e LC apresentaram
menor IMF desse marcador em relagcdo a mondcitos Leish® dos mesmos grupos (Figura 20C).
Por fim, a analise do receptor do complemento mostrou que mondcitos Leish™ do grupo LC
apresentaram menor IMF de CD35 em relagdo ao grupo CT (Figura 20D). Além disso,
observou-se que mondcitos Leish™ do grupo LC apresentaram menor IMF dessa molécula em
relacdo a mondcitos Leish™ do mesmo grupo (Figura 20D).

Por outro lado, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na
analise do receptor CD32 (Figura 20B).
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Figura 20: Avaliacdo do perfil de receptores Fcy e do complemento em mondcitos Leish™ e Leish* de
individuos dos grupos Controle (CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL = 15) e
Leishmaniose cutanea (LC = 23). Os resultados estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil do
percentual do receptor CD16 (A) e intensidade média de fluorescéncia (IMF) dos receptores CD32 (B), CD64
(C) e CD35 (D) em células CD14*FL-1" e CD14*FL-1* em formato de graficos de barras. As diferencas
estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em relagdo ao grupo LC estdo
representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferencas estatisticamente significativas entre células
Leish e Leish* estdo representadas por asterisco (*).

5.1.1.2 Avaliacdo de moléculas de ativacido (HLA-DR, MHC-1 e CD23) em células CD14*FL-
1" (Leish)) e CD14"FL-1" (Leish™) do sangue periférico de pacientes portadores de

leishmaniose cutanea, apos interagcdo com promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis

Vérios estudos ja demonstraram o perfil de ativacdo de linfécitos T e subpopulagdes
na LC (Martinez-Arends et al. 1991, Gaafar et al. 1999, Baratta-Masini et al. 2007, Freitas-
Teixeira et al. 2012), entretanto raros sdo os trabalhos que investigaram esse perfil em
monocitos. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a expressdo de
moléculas de ativacdo em mondcitos circulantes Leish™ e Leish* de pacientes portadores de
LC e o impacto que a internalizacdo de formas promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis teria

na expressdo desses marcadores. As moléculas de ativagdo HLA-DR e MHC-I foram
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analisadas por IMF e CD23 pelo valor percentual de mondcitos positivos para esse marcador
(Figuras 21A, 21B, 21C respectivamente).

A andlise dos dados mostrou que mondcitos Leish™ dos grupos TM'sL e LC
apresentaram maior IMF de HLA-DR quando comparado ao grupo CT (Figura 21A). Além
disso, observou-se que mondcitos Leish® do grupo LC apresentaram maior IMF dessa
molécula em relacdo aos grupos CT e TM*sL (Figura 21A). Os resultados mostraram maior
IMF de MHC-I em mondcitos Leish e Leish* do grupo LC em relagdo as mesmas populagdes
celulares dos grupos CT e TM'sL (Figura 21B). Além disso, verificou-se que mondcitos
Leish do grupo LC apresentaram menor IMF dessa molécula quando comparado a mondcitos
Leish* do mesmo grupo (Figura 21B). Por fim, a avaliacdo de CD23 mostrou que mondcitos
Leish” do grupo TM*sL apresentaram maior percentual desse marcador em relacdo ao grupo
CT (Figura 21C). Além disso, observou-se maior percentual dessa molécula em mondcitos
Leish” do grupo LC em relacdo aos grupos CT e TM*sL (Figura 21C). Os resultados
mostraram também menor percentual de CD23 em mondcitos Leish™ do grupo CT quando
comparado a monocitos Leish™ do mesmo grupo (Figura 21C). Por outro lado, observou-se
maior percentual desse marcador em monacitos Leish™ do grupo LC em relagdo a mondcitos

Leish* do mesmo grupo (Figura 21C).
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Figura 21: Avaliacdo de moléculas de ativacdo em mondcitos Leish- e Leish* de individuos dos grupos
Controle (CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cuténea (LC =
23). Os resultados estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil da intensidade média de
fluorescéncia (IMF) de HLA-DR (A), MHC-I1 (B) e percentual de CD23 (C) em células CD14*FL-1" e CD14*FL-
1* em formato de gréaficos de barras. As diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e
TM*sL em relagdo ao grupo LC estdo representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferencas
estatisticamente significativas entre células Leish™ e Leish* estdo representadas por asterisco (*).

5.1.1.3 Avaliacdo de moléculas de co-estimulacdo (CD80 e CD86) em células CD14"FL-1
(Leish) e CD14*FL-1* (Leish™) do sangue periférico de pacientes portadores de

leishmaniose cutanea, apos interacdo com promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis

O presente estudo teve como objetivo avaliar a expressdo de moléculas de co-
estimulacdo (CD80 e CD86) em mondcitos circulantes Leish™ e Leish™ de pacientes portadores
de leishmaniose cutanea e o impacto que a internalizacao de formas promastigotas vivas de L.
(V.) braziliensis teria na expressdao desses marcadores. As moléculas de co-estimulagio
avaliadas foram analisadas pelo percentual (CD80) e IMF (CD86) de mondcitos positivos
para esses marcadores (Figuras 22A, 22B respectivamente).

A analise dos resultados demonstrou que mondcitos Leish™ e Leish® do grupo LC
apresentaram maior percentual de CD80 em relacdo as mesmas populacdes celulares dos
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grupos CT e TM*sL (Figura 22A). Além disso, verificou-se que mondcitos Leish™ dos grupos
CT e TM+sL" apresentaram menor percentual dessa molécula em relagdo a mondécitos Leish*
dos mesmos grupos (Figura 22A). A avaliacdo de CD86 mostrou que mondcitos Leish™ e
Leish® do grupo LC apresentaram maior IMF desse marcador em relacdo as mesmas
populacdes celulares do grupo TM*sL (Figura 22B).
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Figura 22: Avaliacdo de moléculas de co-estimulagcdo em mondcitos Leish™ e Leish* de individuos dos
grupos Controle (CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cutanea
(LC = 23). Os resultados estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil do percentual de CD80 (A) e
intensidade média de fluorescéncia (IMF) de CD86 (B) em células CD14*FL-1" e CD14*FL-1* em formato de
graficos de barras. As diferengas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em
relacdo ao grupo LC estdo representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferencas estatisticamente
significativas entre células Leish™ e Leish* estdo representadas por asterisco (*).

5.1.1.4 Avaliacdo de receptores Toll (TLR-2 e TLR-4) em células CD14*FL-1" (Leish’) e
CD14*FL-1" (Leish™) do sangue periférico de pacientes portadores de leishmaniose cutanea,

apos interacdo com promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis

A ativacdo de TLRs corresponde um dos primeiros sistemas de defesa contra
microorganismos invasores (Tuon et al. 2008). Nesse contexto, a analise desses receptores em
mondcitos circulantes Leish™ e Leish* de pacientes portadores de LC foi realizada com o
intuito de avaliar o impacto que a internalizacdo de formas promastigotas vivas de L. (V.)
braziliensis teria na expressdo desses marcadores. Os receptores TLR-2 e TLR-4 foram
analisados pela IMF de mondcitos positivos para esses marcadores (Figuras 23A, 23B
respectivamente).

A anélise de TLRs mostrou que mondcitos Leish™ do grupo LC apresentaram maior
IMF de TLR-2 em relagdo ao grupo TM*sL. Além disso, observou-se que mondcitos Leish*

dos grupos TM*sL e LC apresentaram menor IMF de TLR-2 quando comparado ao grupo CT
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(Figura 23A). A analise de TLR-4 mostrou que mondcitos Leish™ do grupo LC apresentaram
maior IMF dessa molécula em relacdo aos grupos CT e TM*sL (Figura 23B). Além disso,
verificou-se que mondcitos Leish* dos grupos TM*sL e LC apresentaram menor IMF de TLR-
4 quando comparado ao grupo CT (Figura 23B). Por fim, observou-se que monacitos Leish
dos grupos CT, TM*sL e LC apresentaram menor IMF de TLR-2 e TLR-4 em relacdo a

mondcitos Leish* dos mesmos grupos (Figura 23B).
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Figura 23: Avaliacdo de receptores Toll em mondcitos Leish™ e Leish* de individuos dos grupos Controle
(CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cuténea (LC = 23). Os
resultados estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil da intensidade média de fluorescéncia (IMF)
dos receptores TLR-2 (A) e TLR-4 (B) em células CD14*FL-1" e CD14*FL-1* em formato de graficos de barras.
As diferengas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em relacdo ao grupo LC
estdo representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferencas estatisticamente significativas entre células
Leish e Leish* estdo representadas por asterisco (*).

5.1.1.5 Avaliacéo do perfil de citocinas intracitoplasmaticas (IL-12, TNF-¢, IL-10 e TGF-2,)
em células CD14*FL-1" (Leish) e CD14*FL-1* (Leish*) do sangue periférico de pacientes
portadores de leishmaniose cutanea, apos interacdo com promastigotas vivas de L. (V.)

braziliensis

Ja foi descrito na literatura que durante o processo de desenvolvimento da resposta
imunoldgica na LC ocorre aumento da expressao de determinados receptores, bem como
secrecdo de citocinas e fatores quimiotaticos que promovem ativacdo e recrutamento de
monacitos circulantes para o foco inflamatério, onde se diferenciam em macréfagos (Baratta-
Masini et al. 2007).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil de citocinas
intracitoplasmaticas em mondcitos circulantes Leish™ e Leish* de pacientes portadores de LC e

0 impacto que a internalizacdo de formas promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis teria
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nesse contexto. As citocinas IL-12, TNF-a, IL-10 e TGF-p foram analisadas pelo percentual
de mondcitos positivos para essas moléculas (Figuras 24A, 24B, 24C, 24D respectivamente).

A analise do perfil de citocinas mostrou que mondcitos Leish” do grupo TM'sL
apresentaram maior percentual de IL-12 em relacdo ao grupo CT (Figura 24A). Além disso,
observou-se que mondcitos Leish™ e Leish™ do grupo LC apresentaram menor percentual dessa
molécula quando comparado as mesmas populagdes celulares do grupo TM*sL (Figura 24A).
A avaliacdo dos resultados mostrou também que mondcitos Leish™ dos grupos TM*sL e LC
apresentaram maior percentual de IL-12 em relacdo a mondcitos Leish* dos mesmos grupos
(Figura 24A). A andlise dos resultados mostrou que mondcitos Leish” do grupo LC
apresentaram maior percentual de TNF-a. em relagdo ao grupo TM*sL (Figura 24B). Além
disso, verificou-se que mondcitos Leish* do grupo LC apresentaram maior percentual dessa
molécula em relacdo aos grupos CT e TM*sL (Figura 24B). A analise dos dados mostrou
também que mondcitos Leish™ dos grupos CT e TM*sL apresentaram maior percentual de
TNF-o em relacdo a mondcitos Leish* dos mesmos grupos (Figura 24B).

A avaliacdo de 1L-10 mostrou que monacitos Leish™ do grupo LC apresentaram maior
percentual dessa molécula em relagdo aos grupos CT e TM*sL (Figura 24C). Por outro lado,
verificou-se que mondcitos Leish* do grupo LC apresentaram menor percentual de IL-10 em
relacdo ao grupo CT (Figura 24C). Além disso, observou-se que mondcitos Leish™ dos grupos
CT, TM*sL e LC apresentaram maior percentual dessa molécula em relacdo a mondcitos
Leish* dos mesmos grupos (Figura 24C). Por fim, os resultados mostraram também que
monocitos Leish™ dos grupos CT, TM*sL e LC apresentaram maior percentual de TGF-B em

relacdo a mondcitos Leish™ dos mesmos grupos (Figura 24D).
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Figura 24: Avaliagdo do perfil de citocinas intracitoplasméticas em mondcitos Leish e Leish* de
individuos dos grupos Controle (CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL = 15) e
Leishmaniose cutanea (LC = 23). Os resultados estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil do
percentual das citocinas IL-12 (A), TNF-a (B), IL-10 (C) e TGF-B em células CD14*FL-1" e CD14*FL-1* em
formato de gréficos de barras. As diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e
TM*sL em relagdo ao grupo LC estdo representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferencas
estatisticamente significativas entre células Leish™ e Leish* estdo representadas por asterisco (*).

5.1.2 Avaliacdo do perfil fenotipico-funcional de mondcitos e linfocitos T do sangue
periférico de pacientes portadores de leishmaniose cuténea, considerando a capacidade

fagocitica relativa

Apos verificar o impacto que a interagdo mondcitos circulantes/promastigotas vivas de
L. (V.) braziliensis teria na expressao/sintese dos marcadores e citocinas avaliados, o presente
estudo teve como objetivo avaliar dos pacientes cujos mondcitos foram capazes de
internalizar promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis se havia um perfil fenotipico-funcional
diferenciado quando eles fossem subcategorizados em dois grupos de acordo com sua
capacidade fagocitica. Para alcancar o objetivo proposto criou-se um indice denominado

“Capacidade Fagocitica Relativa”, onde pacientes dos grupos CT, TM'sL e LC foram
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segregados, baseado na mediana dos valores, em duas categorias: Baixa ou Alta capacidade
fagocitica, conforme item 4.7.7 descrito na metodologia. E importante mencionar que todos 0s
valores utilizados na obtencdo dos proximos resultados foram provenientes do Indice de
Estimulacao (IE) obtido pelo calculo da razdo entre cultura estimulada por promastigotas

vivas de L. (V.) braziliensis/cultura controle.

5.1.2.1 Avaliacdo de receptores Fcy (CD16, CD32 e CD64) e receptor do Complemento
(CD35) em monacitos do sangue periférico de pacientes portadores de leishmaniose cutanea,
considerando a capacidade fagocitica relativa

A anélise do perfil de receptores Fcy (CD16, CD32 e CD64) demonstrou que
mondcitos de pacientes com ¥ capacidade fagocitica dos grupos CT e TM*sL apresentaram
maior IE de CD16 em relacdo a mondécitos com T capacidade fagocitica dos mesmos grupos
(Figura 25A). A analise dos resultados mostrou que mondcitos de pacientes com T capacidade
fagocitica do grupo TM*sL apresentaram maior IE de CD64 e CD35 em relagdo ao grupo CT
(Figuras 25C, 25D respectivamente). Além disso, observou-se também que mondcitos de
pacientes com T capacidade fagocitica do grupo LC apresentaram menor IE de CD64 e CD35
quando comparado ao grupo TM*sL (Figuras 25C, 25D respectivamente). Por fim, verificou-
se que mondcitos de pacientes com { capacidade fagocitica do grupo TM*sL apresentaram
menor IE de CD64 e CD35 em relacéo a monécitos com T capacidade fagocitica do mesmo
(Figuras 25C, 25D respectivamente).

Por outro lado, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na

analise do receptor CD32 (Figura 25B).
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Figura 25: Avaliagdo do perfil de receptores Fcy e do complemento em mondcitos de individuos dos
grupos Controle (CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cutanea
(LC = 23), considerando a capacidade fagocitica relativa. Os resultados estdo apresentados como mediana da
razdo entre cultura estimulada por promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis/cultura controle e intervalo
interquartil do IE dos receptores CD16 (A), CD32 (B), CD64 (C) e CD35 (D) em células CD14* em formato de
graficos de barras. As diferengas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em
relacdo ao grupo LC estdo representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferencas estatisticamente

significativas entre pacientes com { capacidade fagocitica e T capacidade fagocitica estdo representadas por
asterisco (*).

5.1.2.2 Avaliacdo de moléculas de ativacdo (HLA-DR, MHC-I e CD23) em mondcitos do
sangue periférico de pacientes portadores de leishmaniose cutanea, considerando a

capacidade fagocitica relativa

A andlise dos resultados mostrou que mondcitos de pacientes com T capacidade
fagocitica do grupo TM*sL apresentaram maior IE de MHC-I em relagdo ao grupo CT (Figura
26B). Além disso, observou-se que mondcitos de pacientes com 4 capacidade fagocitica dos
grupos TM*sL e LC apresentaram menor IE de MHC-1 em relacdo a mondcitos com T
capacidade fagocitica dos mesmos grupos (Figura 26B). A avaliacdo de CD23 mostrou que
mondcitos de pacientes com 4 capacidade fagocitica dos grupos TM*sL e LC apresentaram

menor IE dessa molécula em relagdo ao grupo CT (Figura 26C). Por outro lado, verificou-se
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que mondcitos de pacientes com T capacidade fagocitica do grupo LC apresentaram maior IE
de CD23 em relacdo aos grupos CT e TM'sL (Figura 26C). Por fim, observou-se que
mondcitos de pacientes com  capacidade fagocitica do grupo CT apresentaram maior IE de
CD23 quando comparado a mondécitos com T capacidade fagocitica do mesmo grupo (Figura
26C).

Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na andlise da
molécula HLA-DR (Figura 26A).
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Figura 26: Avaliacdo de moléculas de ativacdo em mondcitos de individuos dos grupos Controle (CT = 15),
Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cutanea (LC = 23), considerando a
capacidade fagocitica relativa. Os resultados estdo apresentados como mediana da razdo entre cultura
estimulada por promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis/cultura controle e intervalo interquartil do IE das
moléculas HLA-DR (A), MHC-I (B) e CD23 (C) em células CD14* em formato de gréficos de barras. As
diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT eTM*sL em relagdo ao grupo LC estdo
representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferencas estatisticamente significativas entre pacientes
com < capacidade fagocitica e T capacidade fagocitica estdo representadas por asterisco (*).

100



RESULTADOS

5.1.2.3 Avaliacdo de moléculas de co-estimulacdo (CD80 e CD86) em mondcitos do sangue
periférico de pacientes portadores de leishmaniose cutanea, considerando a capacidade

fagocitica relativa

A analise dos dados mostrou que mondcitos de pacientes com T capacidade fagocitica
do grupo TMTsL apresentaram maior IE de CD80 em relagcdo ao grupo CT (Figura 27A).
Além disso, observou-se que mondcitos de pacientes com T capacidade fagocitica do grupo
LC apresentaram menor IE dessa molécula em relacdo ao grupo TM*sL (Figura 27A). Por
fim, verificou-se que mondcitos de pacientes com { capacidade fagocitica dos grupos CT e
LC apresentaram maior IE de CD80 em relacdo a mondcitos com T capacidade fagocitica dos
mesmos grupos (Figura 27A).

Por outro lado, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na
analise da molécula CD86 (Figura 27B).
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Figura 27: Avaliagcdo de moléculas de co-estimulagdo em mondcitos de individuos dos grupos Controle
(CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cutanea (LC = 23),
considerando a capacidade fagocitica relativa. Os resultados estdo apresentados como mediana da razdo entre
cultura estimulada por promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis/cultura controle e intervalo interquartil do I1E
das moléculas CD80 (A) e CD86 (B) em células CD14* em formato de gréficos de barras. As diferencas
estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em relagdo ao grupo LC estdo
representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferencas estatisticamente significativas entre pacientes
com < capacidade fagocitica e T capacidade fagocitica estdo representadas por asterisco (*).
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5.1.2.4 Avaliacéo de receptores Toll (TLR-2 e TLR-4) em mondcitos do sangue periférico de

pacientes portadores de leishmaniose cutanea, considerando a capacidade fagocitica relativa

A avaliacdo de TLRs mostrou que mondcitos de pacientes com T capacidade
fagocitica do grupo LC apresentaram maior IE de TLR-2 quando comparado aos grupos CT e
TM*sL (Figura 28A). Os resultados mostraram também que monécitos de pacientes com <
capacidade fagocitica do grupo LC apresentaram menor IE de TLR-2 em relacdo a mondcitos
com T capacidade fagocitica do mesmo grupo (Figura 28A). A analise de TLR-4 mostrou que
mondcitos de pacientes com T capacidade fagocitica do grupo LC apresentaram maior |E
desse receptor em relagéo ao grupo TM*sL (Figura 28B).
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Figura 28: Avaliacao de receptores do tipo Toll em mondcitos de individuos dos grupos Controle (CT =
15), Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cutédnea (LC = 23),
considerando a capacidade fagocitica relativa. Os resultados estdo apresentados como mediana da razdo entre
cultura estimulada por promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis/cultura controle e intervalo interquartil do IE
dos receptores TLR-2 (A) e TLR-4 (B) em células CD14* em formato de graficos de barras. As diferencas
estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em relagdo ao grupo LC estdo
representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferencas estatisticamente significativas entre pacientes
com < capacidade fagocitica e T capacidade fagocitica estdo representadas por asterisco (*).
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5.1.2.5 Avaliacéo do perfil de citocinas intracitoplasmaticas (IL-12, TNF-¢, IL-10 e TGF-/)
em monocitos do sangue periférico de pacientes portadores de leishmaniose cutanea,

considerando a capacidade fagocitica relativa

A analise do perfil de citocinas mostrou que mondcitos de pacientes com T capacidade
fagocitica do grupo TM*sL apresentaram menor IE de TNF-a. em relacdo ao grupo CT
(Figura 29B). Além disso, observou-se que mondcitos de pacientes com T capacidade
fagocitica do grupo LC apresentaram maior IE dessa molécula em relagdo ao grupo TM*sL
(Figura 29B).

A anélise dos dados mostrou que mondcitos de pacientes com T capacidade fagocitica
do grupo LC apresentaram maior IE de IL-10 em relagdo ao grupo TM'sL (Figura 29C).
Além disso, observou-se que monécitos de pacientes com  capacidade fagocitica dos grupos
TM*sL e LC apresentaram maior IE de IL-10 em relacdo a monécitos com T capacidade
fagocitica dos mesmos grupos (Figura 29C). Por fim, a avaliacdo de TGF-3 demonstrou que
mondécitos de pacientes com { capacidade fagocitica do grupo LC apresentaram maior IE
dessa citocina em relacdo a mondcitos com T capacidade fagocitica do mesmo grupo (Figura
29D).

Por outro lado, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na
analise da citocina IL-12 (Figura 29A).
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Figura 29: Avaliacdo de citocinas intracitoplasméticas em mondcitos de individuos dos grupos Controle
(CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cutanea (LC = 23),
considerando a capacidade fagocitica relativa. Os resultados estdo apresentados como mediana da razdo entre
cultura estimulada por promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis/cultura controle e intervalo interquartil do IE
das citocinas IL-12 (A), TNF-a (B), IL-10 (C) e TGF-B (D) em células CD14* em formato de gréficos de barras.
As diferengas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em relacdo ao grupo LC
estdo representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferencas estatisticamente significativas entre
pacientes com { capacidade fagocitica e T capacidade fagocitica estdo representadas por asterisco (*).

5.1.2.6 Avaliacéo do perfil de citocinas intracitoplasméticas (IFN-y, 1L-17, 1L-10 e IL-4) em
linfécitos T CD4* do sangue periférico de pacientes portadores de leishmaniose cutanea,

considerando a capacidade fagocitica relativa

A andlise dos dados demonstrou que linfécitos T CD4* de pacientes com T capacidade
fagocitica do grupo LC apresentaram menor IE de IFN-y em relagdo aos grupos CT e TM*sL
(Figura 30A). Além disso, observou-se que linfocitos T CD4* de pacientes com 4 capacidade
fagocitica do grupo LC apresentaram menor IE dessa citocina em relacdo a mondcitos com T
capacidade fagocitica do mesmo grupo (Figura 30A). Os resultados mostraram também que
linfcitos T CD4* de pacientes com { capacidade fagocitica do grupo TM*sL apresentaram
maior IE de IL-17 quando comparado ao grupo CT (Figura 30B). Além disso, verificou-se

que linfécitos T CD4" de pacientes do grupo LC apresentaram menor IE dessa citocina em
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relacdo ao grupo TM*sL (Figura 30D). A analise dos dados mostrou também que linfécitos T
CD4* de pacientes com { capacidade fagocitica do grupo TM*sL apresentaram maior IE de
IL-17 em relagfo a mondcitos com T capacidade fagocitica do mesmo grupo (Figura 30B).

A avaliacdo de IL-10 mostrou que linfocitos T CD4* de pacientes com T capacidade
fagocitica do grupo TM*sL apresentaram maior IE dessa citocina em relacdo ao grupo CT
(Figura 30A). Os resultados mostraram também que linfocitos T CD4" de pacientes com T
capacidade fagocitica dos grupos TM*sL e LC apresentaram maior IE de IL-4 em relacdo ao
grupo CT (Figura 30D). Por fim, verificou-se que linfocitos T CD4* de pacientes com
capacidade fagocitica dos grupos CT e TM*sL apresentaram maior IE dessa citocina em

relacdo a mondcitos com T capacidade fagocitica dos mesmos grupos (Figura 30D).
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Figura 30: Avaliacdo de citocinas intracitoplasmaticas em linfécitos T CD4* de individuos dos grupos
Controle (CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cuténea (LC =
23), considerando a capacidade fagocitica relativa. Os resultados estdo apresentados como mediana da razéo
entre cultura estimulada por promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis/cultura controle e intervalo interquartil do
IE das citocinas IFN-y (A), IL-17 (B), IL-10 (C) e IL-4 (D) em linfocitos T CD4* em formato de gréficos de
barras. As diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em relagéo ao grupo
LC estdo representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferengas estatisticamente significativas entre
pacientes com ¥ capacidade fagocitica e T capacidade fagocitica estdo representadas por asterisco (*).
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5.1.2.7 Avaliacéo do perfil de citocinas intracitoplasmaticas (IL-10, IL-4, IFN-y e IL-17) em
linfécitos T CD8* do sangue periférico de pacientes portadores de leishmaniose cutanea,

considerando a capacidade fagocitica relativa

A avaliacdo do perfil de citocinas demonstrou que linfécitos T CD8" de pacientes com
J capacidade fagocitica do grupo LC apresentaram menor IE de IFN-y em relacdo ao grupo
TM*sL (Figura 31A). Além disso, verificou-se que linfocitos T CD8* de pacientes com |
capacidade fagocitica do grupo LC apresentaram menor percentual dessa citocina em relagdo
a mondcitos com T capacidade fagocitica do mesmo grupo (Figura 31A). A analise dos
resultados mostrou que linfécitos T CD8* de pacientes com { capacidade fagocitica do grupo
TM"sL apresentaram maior IE de IL-17 em relagdo ao grupo CT (Figura 31B). Além disso,
verificou-se que linfécitos T CD8* de pacientes com { capacidade fagocitica do grupo LC
apresentaram menor IE dessa citocina em relacdo ao grupo TM*sL (Figura 31B). Por fim,
observou-se que linfocitos T CD8" de pacientes com 4 capacidade fagocitica do grupo TM*sL
apresentaram maior percentual de IL-17 em relacdo a mondcitos com T capacidade fagocitica
do mesmo grupo (Figura 31B).

Por outro lado, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na

analise das citocinas IL-10 e IL-4 (Figuras 31C, 31D respectivamente).
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Figura 31: Avalia¢do de citocinas intracitoplasmaticas em linfécitos T CD8* de individuos dos grupos
Controle (CT = 15), Teste de Montenegro positivo sem lesdo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cuténea (LC =
23), considerando a capacidade fagocitica relativa. Os resultados estdo apresentados como mediana da razédo
entre cultura estimulada por promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis/cultura controle e intervalo interquartil do
IE das citocinas IFN-y (A), IL-17 (B), IL-10 (C) e IL-4 (D) em linfocitos T CD8* em formato de gréficos de
barras. As diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em rela¢do ao grupo
LC estdo representadas pelas letras a e b, respectivamente. As diferengas estatisticamente significativas entre
pacientes com { capacidade fagocitica e T capacidade fagocitica estéo representadas por asterisco (*).

5.1.3 Avaliacéo dos niveis de dxido nitrico intracelular em mondcitos do sangue periférico

de pacientes portadores de leishmaniose cutanea

Segundo alguns autores, o NO produzido durante processos inflamatorios,
principalmente por macrofagos ativados, possui acéo citotoxica/citostatica capaz de promover
destruicdo de microrganimos e células tumorais (Guzik et al. 2003). Nesse contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar a producdo de NO intracelular por mondcitos do
sangue periférico de pacientes portadores de LC e o impacto que estimulo especifico com
antigeno soltvel de L. (V.) braziliensis (Ag-Leish) teria nesse contexto.

A producéo de NO intracelular foi analisada pelo percentual de células CD14 positivas
para DAF-2T (Figura 32). E importante mencionar que todos os valores utilizados na
obtencédo dos resultados foram provenientes do IE obtido pelo célculo da razdo entre culturas
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estimuladas por AG, LPS, Ag-Leish/cultura controle.

A analise dos resultados mostrou que pacientes dos grupos CT e TM*sL apresentaram
maior IE de células CD14"DAF-2T" na cultura estimulada por Ag-Leish em relacdo aos
mesmos grupos das culturas estimuladas por LPS (Figura 32). Além disso, verificou-se que
pacientes do grupo LC apresentaram menor IE de células CD14'DAF-2T* na cultura
estimulada por Ag-Leish em relacdo ao mesmo grupo da cultura estimulada por LPS (Figura
32). Por fim, observou-se, na cultura estimulada por Ag-Leish, que pacientes do grupo LC
apresentatam menor IE de células CD14"DAF-2T" quando comparado ao grupo CT e TM*sL
(Figura 32).

Nenhuma diferenca significativa foi observada na producdo de NO quando 0s grupos
foram segregados em menor ou maior capacidade fagocitica. No entanto, observou-se que
pacientes com T capacidade fagocitica do grupo LC apresentaram correlacdo negativa entre
os niveis de TNF-a e o IE de células CD14"DAF-2T* apds estimulo com LSA (r= -0,8857 e
p=0,0333).
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Figura 32: Avaliacao dos niveis de NO intracelular em mondcitos de individuos dos grupos Controle (CT
= 15), Teste de Montenegro positivo sem lesédo (TM*sL = 15) e Leishmaniose cuténea (LC = 23). Os
resultados estdo apresentados como mediana da razdo entre culturas estimuladas por LPS e Ag-Leish/cultura
controle e intervalo interquartil do 1E de células CD14*DAF-2T* em formato de graficos de barras. As diferencas
estatisticamente significativas entre os estimulos LPS e Ag-Leish foram consideradas quando o valor de p <0,05.
As diferengas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos CT e TM*sL em relacdo ao grupo LC
estdo representadas pelas letras a e b, respectivamente.
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5.1.4 Avaliacdo da capacidade fagocitica e perfil fenotipico-funcional em mondcitos e
linfocitos T do sangue periférico de pacientes portadores de leishmaniose cuténea, de acordo

com o tempo de evolucéo da lesao

Vaérios estudos tém demonstrado a influéncia do tempo de evolucéo da lesdo no perfil
imunoldgico de pacientes portadores de leishmaniose cutdnea (Melby et al. 1994, Baratta-
Masini et al. 2007, Campanelli et al. 2010, Freitas-Teixeira et al. 2012, Hejazi et al. 2012).
Nesse contexto, pacientes do grupo LC foram divididos em dois subgrupos “lesdo recente (< 3
meses) e tardia (> 3 meses)” com o intuito de avaliar o impacto que o tempo de evolugdo da
lesdo teria no perfil dos biomarcadores imunoldgicos avaliados neste estudo.

Os valores utilizados na obtencéo dos préximos resultados foram provenientes do IE
obtido pelo célculo da razdo entre cultura estimulada por promastigotas vivas de L. (V.)

braziliensis/cultura controle.

5.1.4.1 Avaliacdo da capacidade fagocitica de mondcitos do sangue periférico de pacientes
portadores de leishmaniose cutédnea apds interacdo com promastigotas vivas de L. (V.)

braziliensis, de acordo com o tempo de evolucéo da lesdo
A avaliacdo da capacidade fagocitica de mondcitos do sangue periférico de pacientes

portadores de LC demonstrou que pacientes do grupo leséo recente apresentaram menor IE de

células CD14*FL-1* em relacdo ao grupo lesdo tardia - Figura 33.
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Figura 33: Avaliacdo da capacidade fagocitica de mondcitos de pacientes portadores de leishmaniose
cutanea (LC), de acordo com o tempo de evolucdo da lesdo (recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). OS
resultados estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil do IE de células CD14*FL-1* em formato de

graficos de barras que representam os grupos lesdo recente (D = 07) e tardia (. = 16). A diferenca
estatiscamente significativa entre os grupos foi considerada quando o valor de p <0,05.

5.1.4.2 Avaliacdo de receptores Fcy, do Complemento e Toll, moléculas de ativacao e co-
estimulacdo em monadcitos do sangue periférico de pacientes portadores de leishmaniose

cutanea, de acordo com o tempo de evolugéo da lesédo

A analise dos resultados mostrou que mondcitos de pacientes do grupo leséo recente
apresentaram maior IE de CD16, TLR-2, TLR-4 em relacdo ao grupo lesdo tardia (Figuras
34A, 34J, 34K respectivamente). Por outro lado, observou-se que mondcitos de pacientes do
grupo leséo tardia apresentaram maior IE de CD23 e CD80 em relagdo ao grupo lesdo recente
(Figuras 34G, 34H respectivamente).

Por outro lado, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na

analise dos demais biomarcadores avaliados.
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Figura 34: Avaliagdo do perfil imunofenotipico em mondcitos de pacientes portadores de leishmaniose
cutanea (LC), de acordo com o tempo de evolugdo da lesdo (recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). OS
resultados estdo apresentados como mediana da raz&do entre cultura estimulada por promastigotas vivas de L. (V.)
braziliensis/cultura controle e intervalo interquartil do IE dos receptores Fcy CD16 (A), CD32 (B) e CD64 (C),
do complemento CD35 (D), moléculas de ativagdo HLA-DR (E), MHC-I (F) e CD23 (G), moléculas de co-
estimulacdo CD80 (H) e CD86 (1) e receptores Toll TLR-2 (J) e TLR-4 (K) em células CD14* em formato de

graficos de barras. As diferencas estatiscamente significativas entre os grupos lesdo recente (D, n = 07) e tardia
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(., n = 16) foram consideradas quando o valor de p <0,05.

5.1.4.3 Avaliacdo do perfil de citocinas intracitoplasmaticas em monaocitos e linfocitos T
CD4" e CD8" do sangue periférico de pacientes portadores de leishmaniose cutanea, de
acordo com o tempo de evolugdo da leséo

A anélise dos dados mostrou que mondcitos de pacientes do grupo lesdo tardia
apresentaram maior IE de TNF-a, 1L-10 e TGF-3 em relacdo ao grupo lesdo recente (Figuras
35B, 35C, 35D respectivamente). Além disso, verificou-se que linfocitos T CD4" de pacientes
do grupo lesdo tardia apresentaram maior IE de IL-10 e IL-4 em relacdo ao grupo lesdo

recente (Figuras 35G, 35H respectivamente). Por fim, os resultados também mostraram que
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linfocitos T CD8" de pacientes do grupo lesdo tardia apresentaram maior percentual de I1L-17

e IL-4 em relacdo ao grupo recente (Figuras 35J, 35L respectivamente).

Por outro lado, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na

analise das demais citocinas avaliadas.
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Figura 35: Avaliacdo do perfil de citocinas intracitoplasmaticas em monocitos e linfécitos T CD4* e CD8*
de pacientes portadores de leishmaniose cutanea (LC), de acordo com o tempo de evolucdo da lesdo
(recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). Os resultados estdo apresentados como mediana da razdo entre cultura
estimulada por promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis/cultura controle e intervalo interquartil do IE das
citocinas IL-12 (A), TNF-a (B), IL-10 (C) e TGF-B (D) em células CD14* e IFN-y, IL-17, IL-10 e IL-4 em
linfécitos T CD4* e CD8* (E a L) em formato de graficos de barras. As diferencas estatiscamente significativas

entre os grupos lesdo recente (D, n =07) e tardia (., n = 16) foram consideradas quando o valor de p <0,05.
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5.1.4.4 Avaliacéo dos niveis de Oxido nitrico intracelular em mondcitos do sangue periférico
de pacientes portadores de leishmaniose cuténea, de acordo com o tempo de evolugdo da

lesdo

A anélise dos resultados mostrou que pacientes do grupo lesdo recente apresentaram
maior IE de células CD14"DAF-2T* na cultura estimulada por Ag-Leish em relacdo ao
mesmo grupo da cultura estimulada por LPS (Figura 36). Por fim, verificou-se, na cultura
estimulada por Ag-Leish, que pacientes do grupo leséo tardia apresentaram menor IE de
células CD14*DAF-2T" em relacdo ao grupo lesdo recente (Figura 36).

Analises de correlacdo mostraram que pacientes do grupo lesdo recente apresentaram
correlacdo positiva entre o IE de TLR-4 e o IE de células CD14"DAF-2T" ap6s estimulo com
LSA (r=1,000 e p=0,0167).
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Figura 36: Avaliagdo dos niveis de NO intracelular em mondcitos de pacientes portadores de leishmaniose
cutanea (LC), de acordo com o tempo de evolugcéo da lesiio (recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). OS
resultados estdo apresentados como mediana da razdo entre culturas estimuladas por LPS e Ag-Leish/cultura
controle e intervalo interquartil do IE de células CD14*DAF-2T* em formato de graficos de barras. As diferencas
estatisticamente significativas entre os estimulos LPS e Ag-Leish foram consideradas quando o valor de p <0,05.
As diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos lesdo recente (n = 07) e tardia (n = 16)
estdo representadas pela letra a.
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5.2 TOPICO II:

“Caracterizacao da resposta imune no infiltrado inflamatério de lesGes de pacientes

portadores de leishmaniose cutanea”
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5.2.1 Caracterizacéo da populacéo de estudo

Para o estudo da resposta imune localizada utilizou-se vinte e trés indigenas: cinco
como grupo controle e dezoito portadores de leishmaniose cutanea. A caracterizagdo clinica e
epidemioldgica desses individuos esta descrita na Tabela 5.

Em relacdo ao tempo de evolucdo da lesdo cutanea, 09 pacientes (03 mulheres e 06
homens) apresentaram lesdes com até 03 meses de evolugdo e 09 (03 mulheres e 06 homens)
apresentaram lesdes com evolugdo superior a esse periodo (variagdo 01 a 49 meses, média
11,6 + 15,2). Além disso, 11 pacientes (61,1%, sendo 02 mulheres e 09 homens) apresentaram
apenas uma lesdo e 07 (38,9%, sendo 04 mulheres e 03 homens) mais que uma lesdo. Em
relacdo ao tipo de lesdo verificou-se que 08 pacientes (44,4%, sendo 08 homens)
apresentaram lesoes tipicas e 10 (55,6%, sendo 06 mulheres e 04 homens) atipicas.

As lesdes de pacientes com mais de uma lesdo estavam localizadas, principalmente, em
membros inferiores e superiores. Alem disso, lesbes atipicas apresentaram aspecto exofitico,

sem bordas bem delimitadas e geralmente recoberta por crostas.
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Tabela 5: Caracterizacdo da populacdo avaliada e analise histopatoldgica de biopsias de pele

POPULACAO AVALIADA ANALISES HISTOPATOLOGICAS
I:\?;:/if duoc')ss (l:::; Género Ie-sr;:](?r?e(sj:s) Z‘: :2:;3 de;rllé)sc;o PMN | MONO | Plasmécitos | Granuloma | Necrose | Fibrose | Parasito | Classificacdo

CTO01 15 M - - 0 0 0 0 0 1 0 0

CT 02 36 [ e T B NR NR NR NR NR NR NR NR

CT 03 39 M [ e - 0 1 0 0 0 1 0

CT 04 61 M [ e - 0 1 0 0 0 1 0

CT 05 72 F ] | | - 0 1 0 0 0 0 0

D43 | o8 | F | 03 | 01 |Atpica| 1 | 3 | 3 | o | 1 | o | 1 |

1D 327 09 M 06 01 Atipica 0 2 2 0 1 1 1 1

1D 339 10 F 12 02 Atipica 0 1 2 0 0 0 1 |

ID 310 14 M 49 01 Tipica NR NR NR NR NR NR NR NR

ID 416 19 M 02 02 Tipica 1 2 3 0 1 0 1 1

ID 316 20 M 24 02 Atipica 0 2 2 1 1 0 1 1

1D 333 20 M 02 01 Atipica 1 2 2 0 0 0 1 |

1D 412 21 M 02 01 Tipica 0 2 1 0 0 0 1 |

1D 387 22 F 01 01 Atipica 0 2 2 0 0 0 1 |

ID 320 29 F 03 06 Atipica 0 1 0 0 0 0 0 I

ID 338 29 M 12 01 Tipica 0 1 2 0 0 1 0 I

1D 317 31 F 42 03 Atipica 0 2 1 0 0 0 1 |

1D 376 33 F 04 04 Atipica 1 2 2 0 1 0 1 1

1D 380 37 M 03 01 Tipica 1 3 3 1 1 0 1 11

ID 66 39 M 04 09 Tipica 1 2 2 0 1 1 1 |

1D 307 41 M 36 01 Tipica NR NR NR NR NR NR NR NR

ID 301 46 M 01 01 Tipica 0 1 0 0 0 0 I

1D 32 73 M 03 01 Atipica 1 |

0 - Negativo ou ausente, 1 - Leve, 2 - Moderado, 3 - Acentuado; 0 - Negativo ou ausente, 1 - Positivo ou presente; Magalhées et al. (1986a): 0 - Nao
classificavel, | — Reagdo exsudativa celular, 1l - Reagdo exsudativa e necrética, Il - Rea¢do exsudativa e necroticogranulomatosa.

AbreviagBes: CT - Individuos utilizados como controle; LC - Pacientes indigenas com leishmaniose cutanea. PMN - Polimorfonucleares; MONO - Mononucleares.
NR - N&o realizado.
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5.2.2 Andlise histopatoldgica

Os principais achados histopatologicos do presente estudo estdo sumarizados na tabela
5 e figura 35. Nenhuma alteragdo inflamatdria foi observada em individuos do grupo controle
(Tabela 5 e Figura 37A e 37B). Por outro lado, a analise histopatologica de pacientes
portadores de leishmaniose cutanea evidenciou padrdes distintos de resposta inflamatoria e
presenca do parasito em 81,3% das amostras (Tabela 5). Além disso, observou-se
distribuicbes dérmicas perivascular e superficial de infiltrado linfocitario (Figuras 37C e 37D)
e difusa e profunda de infiltrado inflamatério misto, rico em linfocitos, plasmaocitos e
histidcitos, por vezes fagocitando amastigotas (Figuras 37E a 37H). Dos oito pacientes (LCO1,
LCO02, LCO5 to LCO7, LC13 a LC15) com resposta inflamatoria mista mais intensa, difusa e
rica em linfdcitos e plasmdcitos, observou-se presenca de necrose e granulomas com células
gigantes multinucleadas em 87,5% e 25,0% dos casos, respectivamente (Tabela 5).

Por fim, a categorizacdo de acordo com o tempo de evolucdo da lesdo mostrou que
grande parte dos pacientes do grupo lesdo recente (55,6%) apresentou infiltrado inflamatério
composto por células mononucleares e polimorfonucleares, enquanto no grupo lesdo tardia
(71,4%) observou-se predominio de células mononucleares. N&o verificou-se nenhuma
diferenca significante para os demais parametros avaliados. Além disso, nenhuma diferenca
evidente foi observada quando os pacientes foram categorizados de acordo com o ndmero

(uma e > uma lesdo) e tipo (tipica e atipica) de lesdes.
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Figura 37: Anélise histopatolégica da populacdo avaliada. As Figuras 1A e 1B representam fotomicroscopias
de paciente do grupo controle com hiperceratose e hiperplasia focal de queratinécitos basais. Auséncia de
infiltrado inflamatério. 1C e 1D representam paciente portador de leishmaniose cutanea (LC) com leve
hiperceratose e reagdo exsudativa com discreto infiltrado inflamatério mononuclear, composto
predominantemente por linfécitos e plasmoécitos. 1E e 1F representam paciente portador de LC com reacao
exsudativa caracterizada por necrose focal e moderado infiltrado inflamatdrio misto, rico em linfécitos,
plasmdcitos e histiocitos. 1G e 1H representam paciente portador de LC com reagdo exsudativa e necrotico-
granulomatosa caracterizada por acentuado infiltrado inflamatério misto, rico em linfécitos, plasmdcitos e
histiocitos. Presenca de células gigantes multinucleadas (seta curta) e de amastigotas intracelulares (seta longa).
As laminas foram coradas por hematoxilina e eosina (H&E). Painel a esquerda: fotomicroscopias com
ampliacdo de 20x; Painel a direita: fotomicroscopias com ampliacdo de 63x.
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5.2.3 Quantificacdo da carga parasitaria no infiltrado inflamatorio de lesdes de pacientes

portadores de leishmaniose cutanea, de acordo com o tempo de evolucéo da lesdo

O presente estudo teve como objetivo quantificar a carga parasitaria no infiltrado
inflamatdrio de lesbes de pacientes portadores de leishmaniose cutdnea, de acordo com o
tempo de evolucéo da lesdo. A quantidade de parasitos foi determinada por normalizagdo com
0 numero de copias do gene constitutivo ACTB, conforme Overbergh et al. (1999) e Gomes et
al. (2012).

A analise da carga parasitaria no infiltrado inflamatério mostrou que pacientes do
grupo lesdo recente apresentaram maior numero de copias de SSU rRNA em relacdo ao grupo
leséo tardia - Figura 38.

Anadlises de correlacdo demonstraram no grupo lesdo tardia correlacdo negativa entre o
namero de copias de SSU rRNA e o IE de células CD14"DAF-2T" ap6s estimulo com LSA
(r=-0,7295 e p=0,0166).
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Figura 38: Quantificagdo da carga parasitaria em lesfes de pacientes portadores de leishmaniose cutanea
(LC), de acordo com o tempo de evolucdo da lesdo (recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). Os resultados
estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil do nimero de copias de SSU rRNA em formato de

graficos de barras que representam 0s grupos lesdo recente (D = 07) e tardia (. = 10). A diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos foi considerada quando o valor de p <0,05.

5.2.4 Anélise por Heat map e agrupamento hierarquico

Com o intuito de verificar associacdo entre o perfil de expressdo génica do infiltrado
inflamatdrio de lesGes de pacientes portadores de leishmaniose cutanea as estratificagoes:

tempo de evolucgéo (recente e tardia), numero (uma e > uma leséo) e tipo (tipica e atipica) de
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lesBes, construiu-se uma matriz representada por um heat map (Figura 39), considerando-se
todos os biomarcadores imunologicos avaliados no estudo de resposta imune localizada. Essa
abordagem demonstrou que o tempo de evolugdo da lesdo teve grande impacto nos niveis de
expressdo génica observados, permitindo segregar perfil imunoldgico distinto entre seus
subgrupos. Nesse contexto, 0 grupo leséo recente destacou-se por maiores niveis de expressao
de CCL5, enquanto o grupo leséo tardia por maiores niveis de expressao de IFNG e IL10.

Por outro lado, verificou-se que o numero e tipo de lesbes ndo apresentaram
associacdo com perfil de expresséo génica avaliado, ndo permitindo segregacédo evidente entre
seus subgrupos. Diante do exposto, as proximas analises do presente estudo considerardo

somente o tempo de evolucdo da lesdo como parametro a ser avaliado.
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Figura 39: Heat map e agrupamento hierdrquico de genes expressos em lesdes de pacientes portadores de
leishmaniose cutanea (LC), segundo tipo, tempo e nimero de lesdo, respectivamente. A expressao relativa
dos genes avaliados foi apresentada pelo método 222t e os dados plotados foram convertidos para score-Z. Os
pacientes foram estratificados por tipo (cinza representa lesdes tipicas e azul atipicas), tempo (ciano representa
lesBes recentes e magenta tardias) e nimero de lesdes (laranja representa uma e violeta mais do que uma lesdo).

5.2.5 Perfil de expressdo génica no infiltrado inflamatorio de lesdes de pacientes

portadores de leishmaniose cuténea, de acordo com o tempo de evolucéo da lesédo

A avaliagdo do perfil de expressdo génica no infiltrado inflamatorio de lesbes de
pacientes portadores de leishmaniose cutanea foi realizada com o intuito de avaliar o impacto

que o tempo de evolugdo da lesdo teria nos niveis de transcritos de citocinas e quimiocinas
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inflamatdrias (IL12B, IFNG, TNF, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL10) e moduladoras (IL10,
TGFB1, IL4).

A andlise dos dados mostrou que pacientes do grupo lesdo recente apresentaram
maiores niveis de transcritos de todas as citocinas e quimiocinas avaliadas em relagdo ao

grupo lesdo tardia (Figuras 40A a 40J).
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Figura 40: Perfil de expressdo génica em lesdes de pacientes portadores de leishmaniose cutanea (LC), de
acordo com o tempo de evolucdo da lesdo (recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). Niveis de transcritos de
citocinas e quimiocinas inflamatérias (IL12B, IFNG, TNF, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL10 - AaC,GalJ)e

moduladoras (IL10, TGFB1, IL4 - D a F) no infiltrado inflamatdrio de pacientes dos grupos lesdo recente (D =

09) e tardia (. = 09). Os resultados estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil de 224t em
formato de gréficos de barras. As diferencas estatiscamente significativas entre os grupos lesdo recente e tardia
foram consideradas quando o valor de p <0,05.
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5.2.6 Perfil panoramico de citocinas e quimiocinas inflamatorias/moduladoras no infiltrado
inflamatorio de lesbes de pacientes portadores de leishmaniose cuténea, de acordo com o

tempo de evolucéo da leséo

Com o intuito de melhor caracterizar a resposta imune localizada nas lesdes dos
pacientes avaliados, determinou-se o perfil panoramico de expressdo génica relativa de
citocinas e quimiocinas, considerando o tempo de evolugcdo da lesdo. Para esse proposito,
primeiramente delineou-se a assinatura global dos genes que apresentaram alta expressao de
MRNA de citocinas/quimiocinas inflamatorias/moduladoras de acordo com a frequéncia
ascendente determinada.

A andlise dos dados mostrou que pacientes do grupo lesdo recente apresentaram perfil
inflamatorio com evidente modulagdo, principalmente devido aos maiores niveis de expressdo
dos genes IL10, TGFB1, CCL3, CCL5 e CXCL10. Além disso, observou-se que pacientes do
grupo leséo tardia apresentaram perfil imunoldgico balanceado com proeminente participacdo
de IL4 e discreta de TNF, IFNG e IL12B.

A avaliagdo das curvas ascendentes da expressdo génica relativa de citocinas e
qguimiocinas mostrou que o grupo lesdo recente foi caracterizado pela sequéncia ascendente
IL4 < TNF = IFNG = IL12B = CCL2 = IL10 = TGFB1 < CCL3 = CCL5 = CXCLJ10,
enquanto que o grupo leséo tardia apresentou sequéncia CXCL10 < CCL3 = CCL5< CCL2 =
IL10 = TGFB1 = TNF = IFNG = IL12B < IL-4 (Figura 41, topo).

A analise de sobreposicdo das assinaturas mostrou que pacientes do grupo lesdo tardia
apresentaram menor expressdo de todas citocinas e quimiocinas avaliadas (exceto IL4),
quando comparado ao grupo lesdo recente. A analise de IL4 mostrou maior expressao dessa
citocina no grupo lesdo tardia quando comparado ao grupo lesdo recente (Figura 41, rodapé).
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Assinaturaglobaldecitocinas e quimiocinas moduladoras/anti-inflamatéria/inflamatorias

A

Lesao recente Lesao tardia
100 100

75

75

50+

25

[ ]
TNF
PG |
[ ccz |
[ ccLs |
[ ccls |
| cxcLo]
| cxcLio]
| ccLs |
| ccL |
o]
[TerB1]
TNF
I
| 128 |
s ]

/ B [ Lesdorecente

A /A lesiotardia

Les&o recente

Frequéncia de pacientes com alta expresséo de citocinas/quimiocinas (%)

TGFB1 1L10

DG [Ferer]
sl cxcLuo|

| iFnve W ceus |
| iL2s | ccus |

Leséao tardia

TNF
-CCLS -IFNG

v

Curva ascendente de citocinas/quimiocinas

Figura 41: Perfil panoramico da expressdo génica relativa de citocinas e quimiocinas em lesbes de
pacientes portadores de leishmaniose cutanea (LC), de acordo com o tempo de evolucéo da lesdo (recente:
< 3 meses e tardia: > 3 meses). O perfil global das citocinas/quimiocinas reguladoras/anti-inflamatéria 1L10,

TGFB1, IL4 (D) e inflamatorias 1L12B, IFNG, TNF, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL10 (.) esta representado por
uma curva ascendente da frequéncia de pacientes que apresentam alta expressdo de mRNA dos genes avaliados.
A anélise comparativa do perfil panoramico de citocinas e quimiocinas entre os grupos les&o recente (- —l-)
e tardia (—A_ _A—) foi realizada por sobreposi¢do das assinaturas (rodapé). As linhas pontilhadas destacam os
percentis 25, 50 e 75 usados como referéncia para andlises comparativas. Diferencas significativas foram
consideradas quando a frequéncia de determinada citocina/quimiocina ultrapassou o percentil 50, representada
por um asterisco (*).

5.2.7 Andlise de correlacdo entre citocinas analisadas no sangue periférico e
citocinas/quimiocinas expressas no infiltrado inflamatorio de lesdes de pacientes portadores

de leishmaniose cutanea, de acordo com o tempo de evolucéo da leséo
5.2.7.1 Mondcitos circulantes X Infiltrado inflamatorio
A andlise de correlacdo entre citocinas analisadas no sangue periférico e

citocinas/quimiocinas expressas no infiltrado inflamatorio de leses de pacientes portadores
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de LC demonstrou, no grupo lesdo recente, que o IE de IL-10 sintetizada por mondcitos
circulantes correlacionou-se de forma negativa com os niveis de transcritos das citocinas
IL12B (r= -0,9868 e p=0,0132), TNF (r= -0,9057 e p=0,0050) e quimiocina CXCL10 (r= -
0,9445 e p=0,0156) no infiltrado inflamatdrio (Figura 42). A analise dos dados mostrou
também, no grupo lesdo recente, que o IE de IL-12 sintetizada por mondcitos circulantes
correlacionou-se de forma negativa com os niveis de transcritos de TNF (r= -0,9028 e
p=0,0054) no infiltrado inflamatdrio (Figura 42). Por outro lado, observou-se, novamente no
grupo lesdo recente, correlacdo positiva entre 0 IE de TNF-a sintetizado por mondcitos
circulantes e os niveis de transcritos de IFNG (r=0,8857 e p=0,0333) e CCL5 (r=0,8884 e
p=0,0180) no infiltrado inflamatério (Figura 42).

A analise de correlacdo demonstrou, no grupo lesdo tardia, correlacdo positiva entre o
IE das citocinas IL-10 e IL-12 sintetizadas por mondcitos circulantes e os niveis de transcritos
de IL12B (r=0,9191 e p=0,0095) e IFNG (r=0,7821 e p=0,0218), respectivamente, no
infiltrado inflamatorio. Além disso, observou-se também correlagdo positiva entre TGF-§8

sintetizado por mondcitos circulantes e IL4 (r=0,7304 e p=0,0396) tecidual (Figura 42).

125



RESULTADOS

4 4 4
A r=-0,9868 r=-0,9057 r=-0,9028
p=0,0132 p=0,0054
jan] LL L
N 2 zZ Z 2 N
- — -
Y (J
e X J 9
0 , 0 . c
80 % 100 0 50 100 ]
= Q
S IL-10 IL-12 =
T o
& S
4 2 20 0
< r=0,8857 r=-0.9445 r=0.8884 Q
Z p=0,0333 p=0.0156 p=0.0180 |
[ o
= o
—
© O} = 9
S Z 2 O 14 O 101
= L Ly x O °
@ - O
© . ¢
o .
] i
0 0 . 0 . 0 >
8 70 80 90 0 55 110 50 75 100
L
o TNF-a IL-10 TNF-a
L
2
2 r=0,9191 2 r=0,7304 r=0,7821
p=0,0095 p=0,0396 p=0,0218 @
o
I
a < Q ]
N 11 hEE Z 1 P
= T
= = o]
° (7p]
(¢D)
° |
0 T G T O T
0.0 75 150 0.0 125 250 0.0 125 25.0
IL-10 TGF-B IL-12

v

% Células CD14*Citocinas*

Figura 42: Correlagbes entre citocinas sintetizadas por mondcitos circulantes e citocinas/quimiocinas
expressas em lesdes de pacientes portadores de leishmaniose cutanea (LC), de acordo com o tempo de
evolugdo da lesdo (recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). Os resultados estdo apresentados em formato de
gréficos de dispersio com valores individuais. indices de correlagio de Spearman (r) estdo apresentados nos
graficos e correlagdes estatiscamente significativas entre as citocinas avaliadas foram consideradas quando o
valor de p <0,05. Linhas conectivas representam correlages positiva e negativa. Os valores de “r” e “p” para
cada correlagdo estdo inseridos dentro dos graficos.

5.2.7.2 Linfécitos T circulantes X Infiltrado inflamatério

A andlise de correlagdo entre citocinas sintetizadas por linfocitos T circulantes e
citocinas/quimiocinas expressas no infiltrado inflamatério de lesGes de pacientes portadores
de LC demonstrou, no grupo leséo recente, correlagdo negativa entre o IE das citocinas IL-10,
IL-4 e IFN-y sintetizadas por linfdcitos T circulantes e os niveis de transcritos de IL4 (r= -
0,8362 e p=0,0380), TNF (r= -0,9229 e p=0,0254) e TNF (r= -0,9050 e p=0,0347),
respectivamente, no infiltrado inflamatério (Figura 43). Além disso, verificou-se tambeém

correlacdo negativa entre o IE de IL-17 sintetizada por linfdcitos T circulantes e os niveis de
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transcritos das citocinas TGFB1 (r= -0,9364 e p=0,0191) e TNF (r= -0,8542 e p=0,0303) no
infiltrado inflamatério (Figura 43). Por outro lado, observou-se, também no grupo leséo
recente, correlacdo positiva entre o IE de IL-17 sintetizada por linfécitos T circulantes e o0s
niveis de transcritos de IL12B (r=1,000 e p=0,0167) no infiltrado inflamatdrio (Figura 43).

Por fim, a analise dos dados mostrou, no grupo leséo tardia, correlacdo negativa entre
o0 IE de IL-10 sintetizada por linfocitos T circulantes e os niveis de transcritos de TGFBL1 (r= -
0,7354 e p=0,0167) no infiltrado inflamatério (Figura 43). Por outro lado, observou-se
correlacdo positiva entre o IE de IL-17 sintetizada por linfécitos T circulantes e os niveis de
transcritos de TNF (r=0,8214 e p=0,0341) e CXCL10 (r=0,8333 e p=0,0154) no infiltrado
inflamatdrio (Figura 43).
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Figura 43: Correlagdes entre citocinas sintetizadas por linfocitos T circulantes e citocinas/quimiocinas
expressas em lesdes de pacientes portadores de leishmaniose cutédnea (LC), de acordo com o tempo de
evolugdo da lesédo (recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). Os resultados estdo apresentados em formato de
gréficos de dispersio com valores individuais. indices de correlagdo de Spearman (r) estdo apresentados nos
graficos e correlagdes estatiscamente significativas entre as citocinas e quimiocinas avaliadas foram
consideradas quando o valor de p <0,05. Linhas conectivas representam correlagdes positiva e negativa. Os
valores de “r” e “p” para cada correlagdo estdo inseridos dentro dos graficos.
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5.3 TOPICO IlI:

“Sintese dos resultados ”
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5.3.1 Alteracdes fenotipico-funcionais em mondcitos circulantes que ndo fagocitaram
(CD14*FL-1/Leish") e fagocitaram (CD14*FL-1"/Leish®™) promastigotas de L. (V.)
braziliensis da populacéo avaliada

A avaliacdo da capacidade fagocitica de mondcitos do sangue periférico demonstrou
que pacientes do grupo LC apresentaram menor percentual de células CD14"FL-1" em relacdo
ao grupo TM*sL.

De forma geral, observou-se que mondcitos Leish™ do grupo TM*sL apresentaram
perfil ativado (HLA-DR, CD23) com maior producdo da citocina inflamatoria 1L-12 em
relacdo ao grupo CT. Por outro lado, verificou-se que mondcitos Leish™ do grupo LC
apresentaram perfil ativado (HLA-DR, MHC-I, CD23) com maior producdo da citocina
moduladora IL-10 em relacdo ao grupo CT. Em sintese os resultados mostraram que
mondcitos Leish* dos grupos TM*sL e LC apresentaram menor IMF de receptores (TLR-2,
TLR-4) relacionados ao reconhecimento do parasito. Além disso, observou-se que mondcitos
Leish® do grupo LC apresentaram perfil ativado (HLA-DR, MHC-I) com maior e menor
producéo das citocinas inflamatoria (TNF-a;) e moduladora (IL-10), respectivamente, quando
comparado ao grupo CT.

A analise dos resultados mostrou também que mondcitos Leish™ e Leish® do grupo LC
apresentaram perfil ativado (MHC-1) com maior percentual/IMF de moléculas de co-
estimulacdo (CD80, CD86), bem como menor e maior producdo das citocinas inflamatorias
IL-12 e TNF-a respectivamente, quando comparado ao grupo TM™sL.

Por fim, verificou-se que mondcitos Leish™ dos grupos TM*sL e LC apresentaram
menor percentual/IMF de receptores relacionados a fagocitose/reconhecimento do parasito, do
complemento, moléculas de ativacdo e co-estimulacdo e maior sintese das citocinas IL-12, IL-

10 e TGF-B quando comparado a mondcitos Leish™ dos mesmos grupos.
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Figura 44: Sintese das alteracdes fenotipico-funcionais em mondcitos circulantes da populacdo avaliada
que ndo fagocitaram (Leish’) e fagocitaram (Leish*™) promastigotas de L. (V.) braziliensis. As setas azuis e
vermelhas representam menor ou maior, respectivamente, percentual/intensidade média de fluorescéncia dos
marcadores e citocinas intracitoplasmaticas avaliados. As alteragdes comuns aos grupos TM*sL e LC estdo
assinaladas em verde claro.

5.3.2 AlteracOes fenotipico-funcionais em mondcitos e linfécitos T CD4" e CD8*

circulantes da populagdo avaliada, considerando a capacidade fagocitica relativa

Em sintese, os resultados mostraram que pacientes com { capacidade fagocitica do
grupo TM*sL apresentaram menor IE de células CD14"CD23" juntamente com maior
producdo de IL-17, proveniente de linfocitos T CD4" e CD8", quando comparado ao grupo
CT. Além disso, verificou-se que pacientes com { capacidade fagocitica do grupo LC
apresentaram menor IE de CD14'CD23" juntamente com menor producdo de IFN-y,
proveniente de linfocitos T CD4*, quando comparado ao grupo CT. De forma geral,
observou-se que pacientes com T capacidade fagocitica do grupo TM*sL apresentaram perfil
ativado (CD14*MHC-1") com maior IE de receptores relacionados a fagocitose e do
complemento (CD14"CD64", CD14*CD35") e a molécula de co-estimulacdo CD14*CD80*

com menor e maior produgdo das citocinas inflamatéria (CD14"TNF-a") e moduladora
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(CDA4"IL-4"), respectivamente, quando comparado ao grupo CT. Além disso, verificou-se que
pacientes com T capacidade fagocitica do grupo LC apresentaram perfil ativado
(CD14'CD23") e maior IE de CD14*TLR-2* acompanhado pela maior producéo da citocina
moduladora (CD41L-4%).

A andlise dos dados mostrou também que pacientes com { capacidade fagocitica do
grupo LC apresentaram menor producdo das citocinas IFN-y* e IL-17", provenientes de
linfocitos T CD4" e CD8*, em relacdo ao grupo TMT*sL. Além disso, verificou-se que
pacientes com T capacidade fagocitica apresentaram menor IE de receptores relacionados a
fagocitose e do complemento (CD64, CD35), bem como a molécula de co-estimulacdo CD80
quando comparado ao grupo TM*sL. Por outro lado, observou-se maior IE da molécula de
ativacdo CD23 e receptores (TLR-2, TLR-4) relacionados a reconhecimento do parasito
juntamente com maior producdo de TNF-a e IL-10, provenientes de mondcitos, quando
comparado ao grupo TM™sL.

De forma geral, observou-se que pacientes com { capacidade fagocitica do grupo
TM*sL apresentaram menor IE de receptores relacionados a fagocitose e do complemento,
bem como da molécula de ativagio MHC-1 quando comparado ao mesmo grupo com T
capacidade fagocitica. Por outro lado, verificou-se maior IE de CD14"CD16" juntamente com
maior produgdo de IL-17, proveniente de linfécitos T CD4" e CD8", e de citocinas
moduladoras (CD14¥IL-10" e CD4*IL-4"). Os resultados mostraram também que pacientes
com { capacidade fagocitica do grupo LC apresentaram menor producdo de IFN-y,
proveniente de linfocitos CD4* e CD8*, em relagdo ao mesmo grupo com T capacidade
fagocitica. Por outro lado, observou-se maior IE da molécula de ativacdo CD80 e do receptor
de reconhecimento do parasito TLR-2, bem como de citocinas moduladoras (CD141L-10",
CD14*TGF-B").

Por fim, verificou-se também que pacientes do grupo LC apresentaram, na cultura
estimulada por Ag-Leish, menor IE de células CD14"DAF-2T" em relacdo aos grupos CT e
TMTsL.
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Figura 45: Sintese das alteraces fenotipico-funcionais em monécitos e linfécitos T CD4* e CD8*
circulantes da populagdo avaliada, considerando a capacidade fagocitica relativa. As setas azuis e
vermelhas representam menor ou maior, respectivamente, percentual/intensidade média de fluorescéncia dos
marcadores, citocinas e 0xido nitrico intracitoplasmatico avaliados. As alteragdes comuns aos grupos TM*sL e
LC estdo assinaladas em verde claro.

5.3.3 AlteracGes fenotipico-funcionais no sangue periférico e perfil de expressao génica no
infiltrado inflamatdrio da lesdo de pacientes portadores de leishmaniose cuténea, de acordo

com o tempo de evolucéo da lesdo

Em sintese, os resultados mostraram, no sangue periférico, que pacientes do grupo
lesdo recente apresentaram menor IE da molécula de ativacdo CD14"CD23" e co-estimulacéo
CD14*CD80", bem como de citocinas inflamatérias (CD14'TNF-a", CD8'IL-17") e
moduladoras (CD147IL-10*, CD4*IL-10*, CD14"TGF-B*, CD4"IL-4*, CD8"IL-4%), quando
comparado ao grupo lesdo tardia. Por outro lado, observou-se maior capacidade em
internalizar promastigotas de L. (V.) braziliensis (células CD14FL-1*), maior IE de
receptores relacionados a fagocitose/reconhecimento do parasito (CD14"CD16", CD14'TLR-
2" CD14"TLR-4%), bem como maior IE de células CD14"DAF-2T* (Figura 46A).
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De forma geral, a anélise do infiltrado inflamatorio da lesdo mostrou que pacientes do
grupo lesdo recente apresentaram maiores niveis de transcritos de citocinas e quimiocinas
tanto inflamatorias (IL12B, IFNG, TNF, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL10), quanto
moduladoras (IL10, TGFB1, IL4) , bem como maior carga parasitaria em relacdo ao grupo

lesdo recente (Figura 46B).
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Figura 46: Sintese das alteragdes fenotipico-funcionais no sangue periférico (A) e perfil de expressdo
génica em lesdes de pacientes portadores de leishmaniose cutanea (LC) (B), de acordo com o tempo de
evolucdo da lesdo (recente: < 3 meses e tardia: > 3 meses). Na Figura A, as setas azuis e vermelhas
representam menor ou maior, respectivamente, IE dos marcadores, citocinas e 6xido nitrico intracitoplasmatico
avaliados. Na Figura B, a seta vermelha representa maiores niveis de transcritos das citocinas avaliadas e carga
parasitaria.

5.3.4 Proposicédo de biomarcadores associados a resisténcia a LC e ao desenvolvimento e

manutencdo da lesdo

Por fim, a anélise dos resultados obtidos no presente estudo permitiu a identificacdo e
proposicdo de potenciais biomarcadores associados a resisténcia a LC (IL-12, IL-17 e NO) e

ao desenvolvimento e manutencédo da lesdo (TNF-o) (Figura 47).
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Resisténcia a LC:
= |L-12
= |L-17
= NO

Desenvolvimento e
manutencéo da leséo:
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Figura 47: Biomarcadores associados a resisténcia a leishmaniose cutanea (LC) e ao desenvolvimento e
manutencdo da lesdo. As citocinas inflamatorias IL-12 e IL-17 e a producdo de Oxido nitrico estariam
associadas a resisténcia a leishmaniose cutanea (LC) e a citocina TNF-a estaria associada ao desenvolvimento e
manutengdo da les&o.
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Com o intuito de melhor compreender os mecanismos imunoldgicos envolvidos no
estabelecimento/manutencdo e resisténcia a infeccdo pela L. (V.) braziliensis, o presente
estudo caracterizou a resposta imune de indigenas da comunidade Xakriaba com TM positivo
na auséncia de lesdes ou cicatrizes (grupo TM*sL) e portadores de leishmaniose cutanea
(grupo LC) por meio da avaliacdo da capacidade fagocitica e perfil fenotipico-funcional de
mondcitos e linfocitos T do sangue periférico (receptores Fcy, do complemento e TLRs e
moléculas de ativacdo e co-estimulacao, producédo de citocinas e 0xido nitrico intracelulares),
apos interacdo com promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis. Além disso, a resposta imune
localizada também foi caracterizada por meio de avaliacdo histopatoldgica, quantificacdo da
carga parasitaria e analise de citocinas e quimiocinas por RT-qPCR no infiltrado inflamatério
das lesbes dos pacientes do grupo LC.

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatério que necessita ser rapidamente
internalizado por células do hospedeiro para que possa sobreviver e replicar (Sacks & Sher
2002, Cummings, Tuladhar, Satoskar 2010). O parasito é, preferencialmente, fagocitado por
células dendriticas e macréfagos (Teixeira et al. 2006), e mais recentemente foi demonstrado
que neutrdfilos tém papel fundamental no processo de fagocitose (Peters et al. 2008, John &
Hunter 2008). Os macréfagos sdo hospedeiros definitivos para a Leishmania e desempenham
funcles efetoras cruciais na eliminacdo do parasito e resolugdo da doenca (Teixeira et al.
2006, Cummings, Tuladhar & Satoskar 2010). No entanto, esse processo de resolucdo ndo é
tdo simples e diversos fatores tém sido associados a evolucdo da infeccdo: 1) A Leishmania
consegue evadir da resposta imune do hospedeiro (de Souza-Leao et al. 1995, Belkaid,
Butcher & Sacks 1998, von Stebut 2007, Laskay, van Zandbergen, Solbach 2008); 2)
Polimorfismos que afetam a expressdo e funcdo de determinadas citocinas podem levar a
maior gravidade da doenca (Cabrera et al. 1995, Castellucci et al. 2006, Ramasawmy et al.
2010); 3) A Leishmania ativa um repressor transcricional (p50/p50) do fator de transcricdo
nuclear kappa B (NF-«xB), levando a redugdo da expressao da enzima iNOS (Calegari-Silva et
al. 2009).

No presente estudo, a analise dos resultados demonstrou que pacientes do grupo LC
apresentaram menor capacidade fagocitica em relacdo aos grupos TM*sL e CT. A entrada da
Leishmania em macréfagos € mediada pela interacdo do parasito com diversos receptores
presentes na superficie dessas células (Singh et al. 2012). Sendo assim, ja foi demonstrado
que a internalizacdo de formas promastigotas pode ser promovida por receptores de
fibronectina (Brittingham et al. 1999) e manose-fucose (Wilson & Pearson 1986, 1988), bem
como receptores do complemento (CR) CR1 (da Silva et al. 1989) e CR3 (Mosser & Edelson
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1985) que tem a interacdo facilitada pela opsonizacdo com o componente do complemento
C3bi (Johnson & Hetland 1988, Mosser & Edelson 1984, Mosser, Springer & Diamond
1992). Esses dois ultimos sdo os principais receptores envolvidos na internalizacdo do
parasito (Dominguez et. al 2003, von Stebut 2007). Sendo assim, a ativacdo do complemento,
quando ndo resulta em lise do parasito (Mosser & Brittingham 1997), leva a opsonizacao da
Leishmania por C3bl, permitindo que a fagocitose, via CR, ocorra de forma “silenciosa”
(Mosser & Edelson 1985, von Stebut 2007). A avaliacdo do receptor do complemento CD35-
CR1, no presente estudo, mostrou que mondcitos que ndo fagocitaram formas promastigotas
de L. (V.) braziliensis do grupo LC apresentaram menor IMF dessa molécula em relacdo a
monocitos que fagocitaram, sugerindo que essa alteracdo poderia estar associada a menor
capacidade fagocitica observada no grupo LC.

Além disso, os receptores CR3 e Fc (FcR) (Guy & Belosevic 1993) podem promover
também a fagocitose de formas amastigotas, sendo que no caso do ultimo, a interacdo €
facilitada pela opsonizacdo com a imunoglobulina G (IgG) (Morehead, Coppens & Andrews
2002). De fato, alguns receptores Fcy estdo mais associados a internalizacdo de formas
amastigotas (Wetzel, McMahon-Pratt & Koleske 2012) e diversos estudos observaram que a
internalizacdo dessas formas, opsonizadas por IgG, via Fcy RIIl (CD16) e Rl (CD64)
sustentam a infeccdo em modelos murinos com LC (Kima et al. 2000, Colmenares et al. 2002,
Woelbing et al. 2006). Alguns estudos tém associado a fagocitose mediada por receptores Fcy
a um maior dano tecidual (Peters et al. 1995, Kima et al. 2000). Outros mostraram que a
interacdo com esses receptores pode levar a menor producdo de IL-12 por macréfagos
(Sutterwala et al. 1997). IL-12 é a principal citocina indutora fisiolégica de IFN-y e
diferenciacdo da resposta Tipo 1, sendo essencial para o combate de patdgenos intracelulares
como a Leishmania (Reiner et al. 1994, Carrera et al. 1996, Belkaid et al. 1998, McDowell &
Sacks 1999). Na abordagem metodoldgica do presente estudo utilizou-se formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis, no entanto, alteracdes importantes foram observadas na
avaliacdo dos receptores Fcy. Mondcitos que fagocitaram formas promastigotas de L. (V.)
braziliensis do grupo LC apresentaram maior IMF de CD64-Fcy RI e menor produgéo de IL-
12 quando comparado ao grupo TM*sL. Segundo Kima et al. (2000), embora a internalizagao
de formas promastigotas, via FCR, ndo ocorra comumente em estdgios iniciais da infecgéo,
essas formas transformam-se rapidamente em amastigotas apds fagocitose por macréfagos; e
ainda, mesmo que ndo ocorra internalizacdo, € provavel que aconteca interacao
promastigotas-FcR, o que poderia explicar as alteracdes observadas. Além disso, observou-se

também que mondcitos que ndo fagocitaram formas promastigotas de L. (V.) braziliensis do
138



DISCUSSAO

grupo LC apresentaram maior percentual de CD16-Fcy RIII juntamente com menor producao
de IL-12. Nesse contexto, alguns estudos tém demonstrado que as subclasses de 1gG,
predominantemente, detectadas na LC (IgG1 e IgG3) (de Souza et al. 2005, Ozbilge et al.
2006) ligam-se preferencialmente ao CD16, indicando que esse receptor desempenha papel
critico na doenca (Thomas et al. 2008). Em outro estudo, Soares et al. (2006) demonstraram
maior expressdo de CD16 em mondcitos de pacientes portadores de LC, sugerindo que esse
receptor poderia ter efeitos deletérios na leishmaniose humana. Sendo assim, parece que a
Leishmania promove alteracbes em todo microambiente da infecgdo, favorecendo a
progressao da doenca e desenvolvimento das lesGes.

Os momentos iniciais da interacdo Leishmania-hospedeiro sdo cruciais para o
resultado da infeccdo. Nesse contexto, existem evidéncias que o fendtipo da leishmaniose
pode ser determinado nas primeiras horas da infecgédo, iniciando com o reconhecimento de
PAMPs do parasito por PRRs presente na superficie das células do hospedeiro, com destaque
para 0s TLRs (Launois et al. 1995, Sacks & Noben-Trauth 2002). Apds o reconhecimento de
antigenos especificos do parasito, os TLRs ativam, via molécula adaptadora MyD88 (exceto
TLR-3), os fatores de transcricdo NF-«B, ativador de proteina-1 (AP-1) e fator regulador de
interferon (IRFs) que promovem a sintese de vérias citocinas inflamatdrias (Beutler et al.
2006, O’Neill and Bowie 2007, Tuon et al. 2008, Singh et al. 2012, Faria et al. 2012). De
acordo com alguns estudos, o reconhecimento do lipofosfoglicano (LPG) de L. major, via
TLR-2, pode levar a ativacdo de NF-xB e producdo de TNF-a (Veer et al. 2003), I1L-12, IFN-
v e IL-10, bem como espécies reativas de oxigénio (Kavoosi, Ardestani & Kariminia 2009).
Recentemente, Ibraim et al. (2013) mostraram que LPG de espécies diferentes podem induzir
perfil imunoldgico distinto. Nesse contexto, os autores constataram que macréfagos
estimulados com LPG de L. (V.) braziliensis produzem mais TNF-a, IL-1B, IL-6 e NO
quando comparado ao LPG de L. (L.) infantum (chagasi). E nesse caso, o reconhecimento via
TLR-4 foi mais importante que TLR-2. Em outro estudo, Flandin et al. (2006) observaram
que TLR-2 e TLR-3 estdo envolvidos na fagocitose de formas promastigotas de L. donovani e
sintese de TNF-a. e NO. Chandra & Naik (2008) demonstraram que a supressao de TLR-2
resulta em redugdo da producdo de IL-12 e aumento de IL-10, levando & progressdo da
doenca. Por outro lado, Guerra et al. (2010) mostraram que camundongos deficientes para
TLR-2 apresentaram reducédo da carga parasitaria e do recrutamento de celulas inflamatorias
durante os estagios iniciais da infeccdo por L. (L.) amazonensis. Tuon et al. (2012)
observaram que lesdes de pacientes com LC causada por L. (V.) braziliensis apresentam maior

numero de macrofagos expressando TLR-2 que TLR-4, entretanto, sem correlacdo com
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producdo de citocinas ou outras células presentes no foco inflamatorio (células NK e
dendriticas). Outros autores mostraram que o controle do crescimento parasitario
correlacionou-se com inducdo de iNOS, provavelmente via TLR-4. Na auséncia desse
receptor, os autores observaram que a sobrevivéncia da L. major foi maior e diretamente
associada ao aumento da atividade da enzima arginase que pode ser promovido pelas citocinas
IL-4 e IL-10 (Kropf et al. 2004a). Além disso, alguns estudos tém demonstrado que
Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) em TLRs podem levar a maior susceptibilidade
as doencas infecciosas (Lorenz et al. 2002, Agnese et al. 2002, Mockenhaupt et al. 2006).
Dois polimorfismos tém sido descritos para TLR-4: Asp299Gly, Thr399lle, que estdo
localizados no dominio extracelular da molécula (Arbour et al. 2000). Ajdary et al. (2011)
verificaram que a frequéncia de ambos gendtipos foi maior em pacientes com LC cronica
(refrataria ao tratamento) quando comparado a pacientes com lesdes mais recentes e
assintomaticos (TM positivo sem lesdo), sugerindo que essas mutacfes poderiam contribuir
para uma doenca mais grave. No presente estudo, a internalizacdo da L. (V.) braziliensis
promoveu altera¢fes nos dois TLRs avaliados (TLR-2 e TLR-4), levando a menor IMF desses
receptores em monaocitos que fagocitaram formas promastigotas de L. (V.) braziliensis dos
grupos TM*sL e LC em relacdo ao grupo controle. Além disso, no grupo LC, a reducdo de
TLR-2 e TLR-4 foi acompanhada pela maior IMF/percentual de moléculas de ativacdo
(MHC-I e HLA-DR), co-estimulacdo (CD80), menor producdo de IL-10 e maior de TNF-a.
Contudo, essa aparente reducdo dos TLRs avaliados poderia indicar maior interacdo do
parasito com as células hospedeiras, via TLR-2 e TLR-4. Ainda foi possivel observar que
ambos parecem estar associados indiretamente ao processo de fagocitose do parasito, uma vez
gue mondcitos que nao fagocitaram formas promastigotas de L. (V.) braziliensis dos grupos
TM*sL e LC apresentaram menor IMF desses dois receptores em relacdo a monécitos que
fagocitaram.

Na leishmaniose, diversas células podem contribuir para producao de 1L-10, incluindo
células dendriticas, macréfagos e células T reguladoras (CD4*CD25"Foxp3*) (Campanelli et
al. 2006, Carvalho et al. 2012). No presente estudo, de forma interessante, observou-se que
mondcitos que ndo internalizaram formas promastigotas de L. (V.) braziliensis do grupo LC
apresentaram perfil ativado, caracterizado por MHC-I, HLA-DR, CD23, CD80 e TLR-4, e
sintetizaram maior quantidade de IL-10. Por outro lado, mondcitos que ndo fagocitaram
formas promastigotas de L. (V.) braziliensis do grupo TM*sL apresentaram perfil ativado,
porém com maior producdo da citocina IL-12, que esta diretamente associada a eliminacéo da
Leishmania (Reiner et al. 1994, Carrera et al. 1996, Belkaid et al. 1998, McDowell & Sacks
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1999). De acordo com alguns autores, macrofagos alto produtores de IL-10 e com sintese
reduzida de IL-12 tém sido descritos como reguladores ou indutores de resposta Tipo 2
(Gerber & Mosser 2001, Anderson & Mosser 2002, Mosser 2003, Mosser & Zhang 2008).
Eles diferem daqueles classicamente ativados (induzidos por IFN-y e TNF-a. via TLRs)
(Nathan 1991, Mosser 2003, Mosser & Zhang 2008) ou ativados alternativamente (induzidos
por IL-4) (Stein et al. 1992, Gordon 2003, Mosser & Zhang 2008) e podem ser induzidos por
dois sinais: 1) Imunocomplexos, via receptores Fcy; 2) Ativacdo de TLRs (Anderson &
Mosser 2002, Mosser 2003, Mosser & Zhang 2008). Além disso, alguns autores observaram
gue os macrdfagos reguladores apresentam alta expressao de HLA-DR, CD80, CD86 e sintese
de CCL1, bem como acentuada atividade anti-inflamatoria (Mosser 2003, Mosser & Zhang
2008, Fleming & Mosser 2011). Diante do exposto € possivel hipotetizar que mondcitos que
ndo fagocitaram formas promastigotas de L. (V.) braziliensis do grupo LC estariam atuando
como reguladores ou indutores de resposta Tipo 2, favorecendo o crescimento do parasito e
progressao da doenca.

Enquanto na LV o papel da IL-10 tem sido bem estabelecido, modulando a resposta
Tipo 1 com reducdo da proliferacdo linfocitaria e da producdo de IFN-y (Carvalho et al.
1994a, Nylen & Sacks 2007), a funcdo dessa citocina na patogénese da LC necessita ser
melhor elucidada. Evidéncias apontam que IL-10 favorece o crescimento parasitario na fase
inicial da doenca, contribuindo para o estabelecimento e manutencdo da infeccdo (Chatelain,
Mauze & Coffman 1999, Salhi et al. 2008, Castellano et al. 2009, Carvalho et al. 2012),
entretanto esse mecanismo ainda ndo é bem compreendido. Segundo de-Campos et al. (2010),
a IL-10 poderia desativar células apresentadoras de antigenos infectadas que deixariam de
responder a estimulacdo por IFN-y. Contudo, em outro modelo de resposta inflamatéria
cutanea e ndo associado a LC, Berg et al. (1995) observaram que IL-10 previne a resposta
imune exacerbada, reduzindo o dano tecidual. De fato, essa citocina parece ter papel
semelhante na LC, onde foi demonstrado que células T reguladoras, produtoras de grande
quantidade de I1L-10, podem contribuir para reducdo do dano tecidual e da carga parasitaria
nas lesdes (Ji et al. 2005). Bourreau et al. (2001) demonstraram que, durante a fase inicial da
infeccdo pela L. guyanensis, pacientes com alta expresséo intralesional de IL-10 apresentaram
resposta ineficiente ao tratamento com isotionato de pentamidina. Os autores acreditam que a
IL-10 poderia prejudicar a resposta ao tratamento por inibir a producdo de citocinas do Tipo 1
(IL-12, IFN-y) e/ou a maturacao de células dendriticas que séo essenciais para resposta imune
efetiva. Diferentemente, Anderson, Mendez & Sacks (2005) mostraram que a auséncia de IL-

10 levou a eliminagdo do parasito e cura clinica de camundongos infectados por uma cepa
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extremamente virulenta de L. major. No entanto, a eliminacdo do parasito, na falta de 1L-10,
tem sido associada a perda de imunidade na reinfec¢do. Dessa forma, parece que essa citocina
esta envolvida em ambos processos, progressdo da doenga quando produzida em niveis mais
altos e desenvolvimento de células T de memoria quando a producdo é mais baixa (Belkaid et
al. 2002).

A citocina TNF-a é, predominantemente, produzida por macréfagos e tem papel
fundamental na defesa contra patdgenos intracelulares (Bazzoni & Beutler 1996, Kérner &
Sedgwick 1996, Korner et al. 2010). Na LC tem sido demonstrado que, juntamente com IFN-
v, TNF-o promove producdo de NO, via indugdo de iNOS, e consequente destruigdo da
Leishmania (Green et al. 1990, Stenger et al. 1994, Qadoumi et al. 2002, Diaz et al. 2003,
Horta et al. 2012). No entanto, Giudice et al. (2012) mostraram que macrofagos, infectados
por L. (V.) braziliensis, de pacientes com LC e LM produziram maior quantidade de TNF-a
em relacdo a macrofagos de pacientes assintomaticos ou subclinicos, que por outro lado,
apresentaram maior capacidade leishmanicida. De fato, por sua elevada capacidade
inflamatoria, alguns estudos tém mostrado que niveis mais altos de TNF-o. estdo associados a
maior dano tecidual (Antonelli et al. 2005, Oliveira et al. 2011) ou desenvolvimento de uma
forma mais grave da doenca (Cabrera et al. 1995, Bacellar et al. 2002). O mecanismo pelo
qual pacientes com LC ou LM sintetizam niveis elevados de TNF-a ainda ndo foi bem
estabelecido. Fatores genéticos do hospedeiro (polimorfismos em TNF-a) ou associados ao
parasito (Leishmania infectada por virus de RNA) poderiam estar envolvidos nesse fendmeno
(Cabrera et al. 1995, Ives et al. 2011, Hartley et al. 2012, Zangger et al. 2013). No presente
estudo, apesar da producdo consideravel de TNF-a. por mondcitos que ndo fagocitaram
formas promastigotas de L. (V.) braziliensis do grupo TM™sL, verificou-se que a sintese dessa
citocina pelas mesmas células do grupo LC foi significativamente maior. Além disso,
monacitos que fagocitaram formas promastigotas de L. (V.) braziliensis do grupo LC também
produziram mais TNF-a que a mesma populagdo celular dos grupos CT e TM*sL. E de forma
interessante, todas as citocinas avaliadas foram sintetizadas em menores niveis por mondcitos
que fagocitaram formas promastigotas de L. (V.) braziliensis, com exce¢éo de TNF-a, que foi
produzido de forma acentuada, e essa alteracdo foi observada somente no grupo LC. Apesar
dessa elevada producdo de TNF-a por mondcitos de pacientes do grupo LC, verificou-se que
esses pacientes produziram menos NO, ap6s estimulo com antigeno solivel de Leishmania,
em relacdo aos pacientes dos grupos CT e TM'sL. E nenhuma correlacdo positiva foi

observada entre os niveis de TNF-o. € NO nos grupos TM*sL e LC (dados ndo mostrados).
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Dessa forma, é possivel hipotetizar que se realmente o TNF-a estiver envolvido no controle
da LC, provavelmente ndo seria via producdo de NO, que poderia estar sendo induzido por
outras citocinas como, IL-12 e IFN-y. Contudo, parece que o TNF-a estaria muito mais
associado ao desenvolvimento das lesdes do que controle da doenca.

Com o intuito de verificar se pacientes que internalizaram menos formas
promastigotas de L. (V.) braziliensis diferem daqueles com maior capacidade fagocitica,
criou-se um indice denominado “Capacidade fagocitica relativa”. Atraves desse indice foi
possivel segregar a populacdo avaliada em duas categorias: 1) 4 capacidade fagocitica; 2) T
capacidade fagocitica. Sendo assim, a avaliacdo do perfil fenotipico-funcional de mondcitos e
linfécitos T CD4* e CD8* mostrou que pacientes com { capacidade fagocitica dos grupos
TM*sL e LC apresentaram reducdo do IE da molécula de ativacdo CD23. Por outro lado,
observou-se que pacientes com T capacidade fagocitica do grupo LC apresentaram maior IE
dessa molécula, juntamente com maior producdo de IL-4 e TNF-a quando comparado aos
grupos CT e TMTsL, respectivamente. CD23 é um receptor de baixa-afinidade para IgE (Fce
RII) expresso em mondocitos/macrofagos ativados (Delespesse et al. 1991, Vouldoukis et al.
1994). De acordo com alguns autores, a interacdo via CD23 leva a producdo de diversas
citocinas como, TNF-a, IL-6 e IL-1, assim como espécies reativas do oxigénio (Dugas et al.
1995, Mossalayi, Arock & Debré 1997). Vouldoukis et al. (1994) demonstraram que
pacientes com LC causada por L. (V.) braziliensis apresentaram altos niveis séricos de IgE e
TNF-a que correlacionaram com a expressdo de CD23, IL-4 e TNF-a nas lesdes. Apds
quimioterapia especifica, essas alteracdes ndo foram observadas, porém persistiram em
pacientes refratarios ao tratamento. Por outro lado, Baratta-Masini (2006) demonstrou que
pacientes com TM positivo e sem lesdo apresentaram maior expressdo de CD23 e sintese de
IL-4, juntamente com altos niveis plasmaticos de nitrito e nitrato. Em outro estudo,
Vouldoukis et al. (1995) mostraram que a interagéo via CD23, na presenca de IL-4 e IFN-y,
levou a sintese de NO e morte da Leishmania. Além disso, 0s autores observaram que a
associagdo TNF-a mais IFN-y, aumentou de forma significativa a capacidade leishmanicida
dos macrdfagos, no entanto, quando o TNF-ao foi analisado isoladamente ndo produziu
nenhum efeito. Contudo, no presente estudo apesar do maior IE de CD23 e produgéo de IL-4
por pacientes com T capacidade fagocitica do grupo LC, n&o se observou nenhuma correlacéo
entre esses marcadores e a sintese de NO (dados ndo mostrados). Por outro lado e de forma
surpreendente, verificou-se que a producdo de TNF-a correlacionou-se de forma negativa

com os niveis de NO. Novamente, esses achados ddo suporte a hipdtese levantada
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anteriormente sobre o papel do TNF-a no desenvolvimento das lesGes. Estudos futuros seréo
realizados com o objetivo de verificar se o didmetro da lesdo estaria associado aos niveis de
TNF-o observados.

Enquanto pacientes com { capacidade fagocitica do grupo TM*sL produziram mais
IL-17 por linfécitos T CD4" e CD8", pacientes do grupo LC produziram menos IFN-y,
citocina que promove ativagdo de macrofagos e tem papel fundamental na eliminacdo da
Leishmania (Green et al. 1990, Stenger et al. 1994, Lykens et al. 2010, Carvalho et al. 2012,
Horta et al. 2012). De fato, parece que essas duas citocinas tem funcdo importante na
resisténcia & doenca, visto que linfécitos T CD4* e CD8* de pacientes com { capacidade
fagocitica do grupo TM*sL produziram maior quantidade de IFN-y e IL-17 quando
comparado ao grupo LC. Nesse contexto, alguns autores ja demonstraram que o controle da
infeccdo por L. major em camundongos C57BL/6 correlaciona-se com a producdo de IFN-y
por linfocitos T CD4", e a auséncia dessa citocina tem sido associada a progressao da doenca
(Scott et al. 1989, Reiner & Locksley 1995, Kima & Song 2013). Em outro estudo, Lykens et
al. (2010) mostraram que camundongos com macr6fagos que nédo respondem ao IFN-y foram
incapazes de produzir NO e controlar a infec¢do por Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii e
L. major, apds estimulo por essa citocina. Além disso, os autores observaram que esses
camundongos apresentaram alta taxa de mortalidade. Mais recentemente, outra citocina
inflamatoria (IL-17) tem sido amplamente estudada na leishmaniose, no entanto, seu papel
ainda permanece controverso. Enquanto alguns autores tém mostrado que a IL-17 estaria
associada a progressdo da doenca ou maior dano tecidual (Bacellar et al. 2009, Kostka et al.
2009, Boaventura et al. 2010), outros mostraram que essa citocina poderia contribuir para
auto-resolucdo das lesdes ou protecao e resisténcia a leishmaniose (Vargas-Inchaustegui et al.
2008, Pitta et al. 2009, Novoa et al. 2011).

A IL-17 estimula a producdo de citocinas (TNF-o, IL-1B, IL-6), de fatores
estimuladores de col6nias (GM-CSF e G-CSF), bem como sintese das quimiocinas CXCL1,
CXCL8, CXCL10 que atuam como quimioatraentes para neutrofilos e células do Tipo 1
(Ouyangl, Kolls & Zheng 2008, Korn et al. 2009). A resposta Tipo 1 € essencial para o
controle da infeccdo por Leishmania, entretanto o desenvolvimento de uma resposta
inflamatoria “desregulada” tem sido associado a patogenese das lesdes (Scott et al. 1988,
Bacellar et al. 2002, Faria et al. 2005, Carvalho et al. 2007, Brelaz et al. 2012). Por outro lado,
0s mecanimos que levariam a eliminagdo do parasito sem causar dano tecidual ainda sdo

pouco compreendidos (Gomes-Silva et al. 2007). Alguns autores sugeriram que a resisténcia a
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infeccdo pela Leishmania poderia estar associada ao combate imediato do parasito através de
uma resposta imune balanceada, envolvendo citocinas inflamatorias Tipo 1 e 17 (IFN-y, IL-
17) e moduladoras (IL-10, IL-4) (Baratta-Masini et al. 2007, Pitta et al. 2009, Novoa et al.
2011, Giudice et al. 2012). De fato, mecanismos moduladores sdo fundamentais para
prevencgédo ou reducdo do dano tecidual. Recentemente e de forma surpreendente, Gonzalez-
Lombana et al. (2013) demonstraram que na auséncia da citocina moduladora IL-10, o IFN-y
foi capaz de regular a producéo da citocina I1L-17, reduzindo drasticamente o dano tecidual.
Nesse contexto, observou-se que pacientes do grupo TMTsL, além da producdo de citocinas
inflamatdrias, sintetizaram também citocinas moduladoras (IL-10, IL-4) e altos niveis de NO,
indicando que esse perfil de resposta imune balanceada e efetora poderia combater a infecgéo
sem provocar dano tecidual. Esse equilibrio entre resposta inflamatéria e modulada foi mais
evidente em pacientes com  capacidade fagocitica do grupo TM*sL (maior producéo de IL-
10, IL-4 e 1L-17) em relagdo ao mesmo grupo com T capacidade fagocitica que, por outro
lado, apresentou maior IMF de receptores relacionados a fagocitose do parasito (CD64,
CD35) (da Silva et al. 1989, Guy & Belosevic 1993, Dominguez et. al 2003, von Stebut 2007)
e da molécula de ativacdo MHC-I em mondcitos do sangue periférico.

No grupo LC, verificou-se perfil ativado (CD23, TLR-2, TLR-4) juntamente com
producéo de citocinas moduladoras (IL-10, I1L-4) e inflamatoria (TNF-o). Contudo, esse perfil
“aparentemente” balanceado nao foi capaz de controlar a infeccdo e impedir o
desenvolvimento das lesbes. De acordo com alguns autores, pacientes com LM produzem
menos IL-10 ou apresentam reducdo da expressdo do receptor (IL-10R) dessa citocina
(Bacellar et al. 2002, Faria et al. 2005, Gaze et al. 2006, Gomes-Silva et al. 2007). Diante do
exposto, é possivel sugerir que uma producdo insuficiente de citocinas moduladoras e/ou
deficiéncia nos receptores dessas moléculas poderia estar ocorrendo no grupo LC,
contribuindo para imunopatologia da doenca. Além disso, observou-se que pacientes com |
capacidade fagocitica do grupo LC apresentaram perfil mais modulado que pacientes do
mesmo grupo com T capacidade fagocitica. Esse perfil foi caracterizado por menor producéo
de IFN-y e maior de IL-10 e TGF-B que poderia favorecer o crescimento da L. (V.)
braziliensis.

Diversos estudos j& demonstraram a influéncia do tempo de evolucdo da lesdo no
perfil imunoldgico de pacientes com LC (Melby et al. 1994, Rocha et al. 1999, Baratta-Masini
et al. 2007, Campanelli et al. 2010, Freitas-Teixeira et al. 2012, Hejazi et al. 2012). No
entanto, esse € o primeiro estudo que avaliou mecanimos imunolédgicos envolvidos no

estabelecimento e manutengdo da infecgdo pela L. (V.) braziliensis em indigenas que, na
145



DISCUSSAO

maioria das vezes, apresentam habitos e costumes culturais diferenciados de populagdes nédo-
indigenas, bem como residem em comunidades onde o contato é restrito. Além disso, 0s
autores tém utilizado diferentes periodos para definir lesdes recentes e tardias, o que poderia
dificultar a comparacéao dos resultados.

No presente estudo, os pacientes do grupo LC foram categorizados, de acordo com o
tempo de evolugdo da lesdao, em dois grupos: Lesao recente (lesdes < 3 meses de evolucao) e
Lesdo tardia (lesbes > 3 meses de evolucdo). Essa categorizacdo foi baseada em uma anélise
por heat map que mostrou forte associagédo entre o tempo de evolugéo da lesdo e o perfil de
expressao génica de citocinas e quimiocinas. De acordo com essa analise, observou-se que
pacientes com lesdes < 3 meses de evolucdo apresentaram perfil de expressdo génica distinto
daqueles com lesBes > 3 meses de evolugdo, permitindo segrega-los em dois grupos distintos,
de acordo com os parametros avaliados. Além disso, analises preditivas utilizando periodos
inferiores a 3 meses (lesdes recentes: < 1 ou <2 meses de evolucdo ¢ lesdes tardias: > 1 ou 2
meses de evolucao) foram realizadas (dados ndo mostrados) e a analise por heat map mostrou
que nessas condicOes a associacdo entre o tempo de evolugdo da lesdo e o perfil imunolégico
foi semelhante aquela observada para 3 meses (recente: < 3 meses ¢ tardia: > 3 meses),
sugerindo que este periodo seria apropriado para classificacdo das lesGes em recentes e
tardias. Por outro lado, a analise por heat map mostrou que ndo houve associacdo entre o
namero e tipo de lesbes e o perfil de expressdo génica observado. Sendo assim, 0s resultados
das avaliacdes realizadas no sangue periférico (perfil fenotipico-funcional de mondcitos e
linfocitos T CD4* e CD8*) e no infiltrado inflamatério das lesdes (histopatologia,
quantificacdo da carga parasitaria e expressdo génica de citocinas e quimiocinas e) foram
analisados de acordo com o tempo de evolugéo da les&o.

De acordo com alguns autores, a desregulacdo transitoria da resposta imune na fase
inicial da LC seria o principal fator relacionado ao desenvolvimento das lesbes (Baratta-
Masini et al. 2007, Brelaz-de-Castro et al. 2012, Freitas-Teixeira et al. 2012). Nesse contexto,
a analise do perfil fenotipico-funcional de mondcitos e linfocitos T CD4* e CD8" do sangue
periférico demonstrou que pacientes do grupo lesdo recente apresentaram menor IE das
moléculas de ativacdo CD23 e co-estimulagcdo CD80, acompanhado pela menor producgéo das
citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-17) e moduladoras (IL-10, TGF-B e IL-4) em relacdo ao
grupo lesdo tardia. Por outro lado, observou-se que esses pacientes apresentaram maior
capacidade fagocitica juntamente com maior IE de mondcitos expressando 0s receptores
CD16, TLR-2 e TLR-4 e producdo de NO. Diferente do presente estudo, outros autores

demonstraram, em populac¢des ndo-indigenas, que pacientes com lesdes recentes (< 2 meses)
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apresentaram supressdo da resposta Tipo 1 com baixos niveis de IFN-y e maior producédo de
IL-10, o que poderia favorecer o crescimento parasitario e progressdo da doenca. (Ribeiro-de-
Jesus et al. 1998, Rocha et al. 1999). Além disso, Baratta-Masini et al. (2007) também
mostraram que pacientes com lesBes recentes (< 2 meses) apresentaram fendtipo susceptivel a
infeccdo com maior produgdo de citocinas Tipo 2 (IL-10 e IL-4) em relagdo aos pacientes com
lesGes tardias (> 2 meses) que, por outro lado, produziram maiores niveis de citocinas Tipo 1
(IFN-y e TNF-o)). Em outro estudo, Freitas-Teixeira et al. (2012) observaram que enquanto
pacientes com lesBes iniciais (< 2 meses) apresentaram perfil caracterizado pelo menor
percentual de neutr6filos CD28" e maior de células T CD4", pacientes com lesOes superiores a
2 meses de evolucdo apresentaram maior percentual de células T CD8" e producdo de
anticorpos 1gG anti-Leishmania, bem como maiores niveis séricos de NO, sugerindo que
esses pacientes estariam mais aptos a resolucédo da infeccdo.

Segundo alguns estudos, a ativacdo de macrofagos por citocinas da resposta Tipo 1
(IFN-y, TNF-a) ou via interacdo com receptores Toll promovem aumento da expresséo da
enzima iNOS, direcionando o metabolismo da L-arginina para sintese de NO e eliminacdo do
parasito (Green et al. 1990, Liew et al. 1991, Wanasen & Soong 2008, Horta et al. 2012). No
presente estudo, apesar da menor producdo de TNF-a e niveis similares de IFN-y, pacientes
do grupo lesdo recente produziram maiores niveis de NO em relagdo ao grupo lesdo tardia.
Dessa forma, analises de correlacdo foram realizadas com o intuito de verificar se a producéao
de NO no grupo lesdo recente estaria associada a determinada citocina ou marcador de
superficie. Essas analises mostraram que os niveis de NO apresentaram forte correlacdo
positiva com o TLR-4 que foi mais expresso em mondcitos desse grupo, quando comparado
ao grupo lesdo tardia. Para as demais citocinas ou marcadores de superficie avaliados
nenhuma correlacdo foi observada (dados ndo mostrados). De acordo com alguns relatos, as
lesbes de pacientes infectados pela L. (V.) braziliensis sdo caracterizadas por escassos
parasitos (Carvalho et al. 2012, Jara et al. 2013), contudo, observou-se no presente estudo que
pacientes do grupo lesdo recente apresentaram maior carga parasitaria em relacdo ao grupo
lesdo tardia, corroborando com dados publicados recentemente por Jara et al. (2013). Além
disso, Qadoumi et al. (2002) demonstraram que a reducdo do nimero de parasitos nas lesdes
de pacientes com LC foi relacionada a maior expressdo da enzima iNOS em macrofagos.
Nesse contexto, apesar da menor produgdo de NO no grupo lesdo tardia, andlises de
correlacdo mostraram que a reducdo da carga parasitaria nesse grupo foi diretamente
associada a sintese de NO. Por outro lado, nenhuma correlacdo entre os niveis de NO e a

carga parasitaria foi observada no grupo lesdo recente (dados ndo mostrados), sugerindo que a
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Leishmania poderia inibir a acdo dessa molécula na fase inicial da infeccdo. Diante desse
perfil balanceado com citocinas moduladoras e inflamatérias (IL-10, TGF-B, IL-4, TNF-a,
IL-17) e sintese de NO associada a destrui¢do do parasito, por que as lesdes ainda persistem
no grupo lesdo tardia? De forma hipotética € possivel inferir que o desenvolvimento de
mecanimos moduladores e inflamatdrios ndo esteja ocorrendo de forma equilibrada, como
observado no grupo TMTsL, sendo assim, os niveis das citocinas moduladoras ndo estariam
sendo suficientes para controlar a agdo das citocinas inflamatorias, principalmente TNF-q,
contribuindo para nédo resolucao da doenca.

Com o intuito de melhor compreender quais fatores estariam associados ao
desenvolvimento e manutencdo das lesdes, realizou-se uma analise detalhada do perfil
histopatologico e da resposta imune localizada, demonstrando que o infiltrado inflamatério
das lesbes foi composto por células polimorfonucleares, mononucleares e plasmdcitos, bem
como presenca de granulomas, necrose e formas amastigotas de L. (V.) braziliensis. Em
outros estudos com populacdes ndo-indigenas, resultados semelhantes foram observados e o
quadro histopatoldgico das lesdes variou de um infiltrado inflamatdrio rico em linfdcitos,
histidcitos e neutrofilos a uma reacdo granulomatosa com ou sem necrose (Montenegro 1924,
de Magalhdes et al. 1982, Bittencourt & Barral 1991, Ritter et al. 1996). Nesse contexto,
outros autores observaram que o acimulo de plasmdcitos estaria diretamente associado ao
desenvolvimento da lesdo na LC (Bomfim et al. 2007, Nylén & Eidsmo 2012). Em relacéo a
visualizacdo do parasito, Melby et al. (1994) demonstraram presenca de formas amastigotas
de Leishmania mexicana em 72,7% das amostras de bidpsias analisadas. Além disso, a analise
histopatolégica mostrou que no grupo lesdo recente a maioria dos pacientes apresentou
infiltrado inflamatério composto por células mononucleares e polimorfonucleares, enquanto
no grupo lesdo tardia observou-se predominio de células mononucleares, conforme dados
publicados por Campanelli et al. (2010) que avaliaram uma populacdo ndo-indigena portadora
de LC.

Segundo alguns autores, a susceptibilidade a patogenos intracelulares é, em grande
parte, determinada durante a transicdo da imunidade inata para adaptativa (Fearon & Locksley
1996, Luster 2002). Nesse contexto, o microambiente imunoldgico induzido pela interacdo
inicial parasito-hospedeiro pode ser crucial para o desenvolvimento ou a resisténcia a doenga
(Ward, Bacon & Westwick 1998, Luther & Cyster 2001). No presente estudo, a analise por
RT-qgPCR de citocinas e quimiocinas no infiltrado inflamatorio da lesdo mostrou que
pacientes do grupo lesdo recente apresentaram maiores niveis de transcritos de 1L12B, IFNG,
TNF, IL10, TGFB1, IL4, CCL2, CCL3, CCL5 e CXCL10 em relagédo ao grupo lesdo tardia.
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Por outro lado, Campanelli et al. (2010), utilizando a citometria de fluxo, mostraram que
lesbes tardias apresentaram maior frequéncia de células produtoras de IL-10 e TGF-B em
relacdo as lesdes recentes. Além disso, Melby et al. (1994) demonstraram maior expressdo
génica de TNF, IL10 e TGFBI1 em lesdes tardias (> 4 meses) quando comparado as mais
recentes (< 2 meses). Os pacientes avaliados por Melby et al. (1994) estavam infectados (L.
mexicana) por uma especie de Leishmania diferente daquela do presente estudo [L. (V.)
braziliensis], variavel que poderia explicar o perfil de expressdo génica distinto entre os dois
estudos. De fato, alguns estudos tém demonstrado que a indug@o de quimiocinas na LC foi
dependente da cepa de Leishmania avaliada (Racoosin & Beverley 1997, Teixeira et al.
2005). Contudo, é possivel que fatores genéticos (Rosas et al. 2005) e/ou ambientais (Lee et
al. 2010, Zhang et al. 2011) estejam envolvidos nesse perfil de expressao génica diferenciado
da populagdo indigena avaliada. Além disso, Quaresma (2011) realizou um estudo de
polimorfismo genético de L. (V.) braziliensis na comunidade indigena Xakriaba por meio de
PCR-RFLP hsp70 (proteina de choque térmico de 70KDa) e Cpb (cisteina proteinase b) e
sequenciamento, demonstrando que existem duas populagdes desse parasito circulando entre
os hospedeiros vertebrados. E de forma interessante, verificou-se forte associacdo entre a
populacdo do parasito e o tipo de lesdo. Enquanto aqueles com perfil idéntico as cepas
referéncia de L. (V.) braziliensis foram relacionados a lesbes tipicas, parasitos com perfil
variante parecem induzir lesdes atipicas. No presente estudo, a analise por heat map ndo
mostrou associacdo entre o perfil imunologico das lesdes e o tipo de lesdo, no entanto outros
estudos serdo realizados com o intuito de melhor caracterizar a resposta imune dos pacientes
infectados pelo perfil variante de L. (V.) braziliensis e se fatores de viruléncia poderiam estar
influenciando o encontro desse perfil diferenciado.
Segundo Nylén & Eidsmo (2012), quando macrofagos sao estimulados pelas citocinas
IL-10 e TGF-P tornam-se menos “responsivos” a agao do IFN-y e TNF-a, 0 que poderia levar
a menor destruicdo da Leishmania. Nesse contexto, o perfil panordmico de expressao génica
de citocinas e quimiocinas, por meio da analise de assinatura, revelou que pacientes do grupo
lesdo recente apresentaram perfil misto de resposta imune com eventos inflamatorios e
moduladores ocorrendo simultaneamente, principalmente devido aos altos niveis de expressao
dos genes 1L10, TGFB1, CCL3, CCL5 e CXCL10, indicando que a distribuicéo de citocinas e
quimicionas na LC ¢ altamente dindmica e variavel de acordo com o tempo de evolucdo da
lesdo. Diante do exposto, o microambiente observado na fase inicial da lesdo poderia
promover o recrutamento de células susceptiveis a infecgdo ao foco inflamatorio, permitindo
0 crescimento da Leishmania e progressao da doenca (van Zandbergen et al. 2004).
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Além disso, observou-se que pacientes do grupo lesdo recente apresentaram também
maiores niveis de transcritos das citocinas e quimiocinas inflamatorias (IL12B, IFNG, TNF,
CCL2, CCL3, CCL5, CXCL10). Sendo assim, a maior expressdo desses biomarcadores
poderia estimular o recrutamento e ativacdo de subtipos celulares especificos ao foco
inflamatério como tentativa de combater a infeccdo, bem como poderia também estar
associada a destruicdo tecidual (Teixeira et al. 2006, Nylén & Eidsmo 2012). Ritter & Moll
(2000) demonstraram que a secrecao da quimiocina CCL2 atrai células produtoras de IFN-y
ao foco inflamatorio, promovendo maior ativagdo de macrdfagos e eliminagdo da L. major.
De fato, parece que CCL2 exerce papel importante na LC, ja que em outro estudo, Ritter et al.
(1996) observaram altos niveis dessa quimiocina em lesGes de pacientes com cura espontanea
da doenca, indicando que CCL2 poderia estimular mecanismos microbicidas de macrofagos,
favorecendo a resolucdo da LC. Zaph & Scott (2003) mostraram que a presenca da citocina
IL-12 levou & indugdo das quimiocinas inflamatdrias XCL1, CCL2 e CXCL10 em linfonodos
de camundongos resistentes a infeccdo pela L. major. A administracdo de CXCL10
recombinante em camundongos BALB/c susceptiveis promoveu maior atividade citotoxica de
células NK e resisténcia a infeccdo pela L. major, sugerindo que essa quimiocina poderia ter
papel protetor na LC (Vester et al. 1999). Santiago et al. (2004) observaram que o tratamento
com Met-RANTES (antagonista funcional de CCR1 e CCRS5) ou anti-CCL5 direcionou a
resposta imune para o Tipo 2, tornando os camundongos C57BL/6 mais susceptiveis a
infeccdo por L. major.

Embora o desenvolvimento da resposta Tipo 1 seja benéfico na LC, o controle dessa
resposta inflamatoria é essencial para a resolucdo da doenca (Bacellar et al. 2002, Antonelli et
al. 2004). Nesse contexto, analises de correlacdo entre citocinas produzidas no sangue
periférico e citocinas/quimiocinas expressas no infiltrado inflmatério das lesGes
demonstraram que existe grande interacdo entre a resposta imune sistémica e localizada. No
grupo lesdo recente observou-se que diversos mecanismos inflamatorios ocorrem
simultaneamente (correlacdo positiva entre IFN tecidual e TNF-o. sanguineo; correlagdo
positiva entre CCL5 tecidual e TNF-a sanguineo; correlagdo positiva entre IL12B tecidual e
IL-17 sanguineo), o que poderia contribuir para desenvolvimento e manutencdo das leses
(Antonelli et al. 2005, Bacellar et al. 2009, Kostka et al. 2009, Boaventura et al. 2010,
Oliveira et al. 2011). Por outro lado, verificou-se também associa¢des que poderiam favorecer
0 crescimento da Leishmania e progressdo da infeccdo (correlagdo negativa entre IL12B
tecidual e IL-10 sanguineo; correlacdo negativa entre CXCL10 tecidual e IL-10 sanguineo)
(Belkaid, Butcher & Sacks 1998, Nylén & Eidsmo 2012). No entanto, caso essas associagdes
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favorecam maior producdo de IL-12 e CXCL10, promoveria ativacdo de macrofagos e
resolucdo da LC (Reiner et al. 1994, Carrera et al. 1996, McDowell & Sacks 1999, Vester et
al. 1999). As analises de correlagdo no grupo lesdo tardia reveleram que as associa¢fes entre
citocinas e quimiocinas inflamatérias e moduladoras foram mais equilibradas (correlacéo
positiva entre IL12B tecidual e IL-10 sanguineo; correlacdo positiva entre IL4 tecidual e
TGF-B sanguineo; correlacdo positiva entre IFNG tecidual e 1L-12 sanguineo; correlacdo
negativa entre TGFBL1 tecidual e IL-10 sanguineo; correlacdo positiva entre CXCL10 tecidual
e IL-17 sanguineo), permitindo hipotetizar que os mecanismos desenvolvidos por esses
pacientes estariam mais associados a destruicdo da Leishmania e resolucdo da doenca.
Contudo a correlacdo positiva entre TNF tecidual e IL-17 sanguineo poderia estar associada a
manutencdo da doenca (Lessa et al. 2001, Antonelli et al. 2005, Bacellar et al. 2009, Kostka et
al. 2009, Boaventura et al. 2010, Carvalho et al. 2012).

Diante do exposto, os resultados obtidos no presente estudo forneceram informacgoes
importantes relacionadas a susceptibilidade e resisténcia a leishmaniose cutanea causada pela
L. (V.) braziliensis. Além disso, considerando a necessidade de se ampliar o conhecimento
sobre os fendbmenos imunopatoldgicos na LC, este trabalho constituiu-se como uma
ferramenta importante para estabelecer proposicoes futuras, visando o controle da patologia.
Por fim, esse foi o primeiro estudo que avaliou aspectos imunoldgicos da LC em uma

populacdo indigena brasileira.
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O presente estudo mostrou que mondcitos dos pacientes do grupo LC apresentaram
menor capacidade em internalizar formas promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis e perfil
ativado, principalmente pelo maior percentual/IE da molécula de ativagdo CD23, com sintese
de altos niveis de TNF-a.. Contudo, os niveis de TNF-a correlacionaram de forma negativa
com a produgdo de NO, sugerindo que essa citocina estaria muito mais associada ao
desenvolvimento/manutencao das lesdes do que controle da doenca. Além disso, a anélise do
perfil fenotipico-funcional de mondcitos e linfécitos T CD4* e CD8* circulantes e de citocinas
e quimiocinas no infiltrado inflamatorio das les6es mostrou que pacientes com les@es recentes
apresentaram perfil de resposta imune distinto daqueles com lesdes tardias. Por fim,
observou-se que pacientes do grupo TM*sL apresentaram maior capacidade em internalizar
formas promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis com equilibrio entre a producdo de
citocinas inflamatorias (IL-12, IFN-y, IL-17) e moduladoras (IL-10, IL-4) e altos niveis de
NO, indicando que esse perfil de resposta imune balanceada e efetora poderia combater a
infeccdo sem provocar dano tecidual.

Por fim, foi possivel a identificacdo e proposicdo de potenciais biomarcadores
associados a resisténcia a LC (IL-12, IL-17 e NO) e ao desenvolvimento e manutencdo da
lesdo (TNF-a).
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8.1

Ministério da Satde/Conselho Nacional de Saude/Comissdo Nacional de Etica em

Pesquisa

MINISTERIO DA SAUDE

Conselho Nacional de Salde

Comissao MNscional de Etica em Peaguisa - CONEP
PARECER N* 355/2008

Registro CONEP: 14683 (Este n* deve ser ¢itats Nas comrespondéncies referentes o esis {irojelo)

GAAE - 0021.0.245.000-07 ] Procasso n® 25000.03737 2/2008-84
Projeto de Pesquisa: “Epidemivivgia da reishmanioses (egumentar americana na reserv indigena
xacviabd, Minas Geraly, Brasi®

Pasqulssdor Responsdvel: Célia Maria Ferreira Gontijo

Instituigdo: Cenlro de Pesquisa Pend Rachou - MO / Fundagdo Oswaldo Cruz

CEP da origem: Centro da pasquisa Rend Rachou / Fundacio Oswaido Cruz /CPgRR / FIOCRUZ
Area Temética Especlal: Populacies Indigenas

Fatrocinadar: nio consta

Sumdirlo geral do protocolo

O estilo de vida dos poves indigonas e as condicdes soclals a aque astso & brotidos
favorecem & transmisséio de perasitoses, entre elas, a Leishmaniose Tegumentar .\mericana
(LTA}. Dosde 2001 tém sicdo regsirados casos autdctones de LTA e somente em 2106 foram
diagnostcados 48 casos entra 0o habRarmes do reserva. NAD s& conhecs & eaensdo do problema,
peis nido existem estudos anteriores sobro @ LTA nz drea ¢ as (nicas medides d2 controls
adotadas sdo o diagndsilco dos casos suspelios e trataments dos dosntss,

O projetc propbe estudar diferormes aspoctos da leishmanicss tequmentar relsdlonadoy &
doenga humana, acs vetores flebotomineos & 208 possivels resarvatinios na resan, Indigong
Xacrabd. Paralstaments 80 estudo da Infecolio humana, serd realizada captura d3 animals
sitvastros, coieta de amostras bioldgicas de enimais domésticos e coleta de febotoming s, pare &
detecgao e (dentficacdo das espécies de Lelshmania sp.

0 objetivo geral do projeto 6 estudar aspectos de Mishmenlose legumentar relatlonados &
ﬁiq“?l himans, mmw?«tmpmlm ressrvatdrios, na reserva indigena Xacriaba,

1as '

+Os objetvos espeoificos s&o: 1- [dentficar o8 casos dinicos e subclinicos de LT\ am ums
amostra populacional da reserve Xacrisbd, ullitzando avaliagio dlinica, téericas somidgicas e
moecuiares; 2- Estimar a prevaléncia @ a incidéncia da doenga, da forma subdinica, de 1ecidivas ¢
reinfeccho na populacdo; 3- Ideniificar fatores de risco para a doenga clinica e sud3inica; &
Identificar blomarcadores celulares & moleculares da resposta Imune de casos clinicos « de forma
subclinics de LTA, visando caracterizar possivels indicadores de resistincia e suscept bilidade 2
infecqlio por Leishmania; S- Detarminar as espéoies do flebotomineos e a(s) poseivelis) :spésciais)
vetora(s) na drea de estuco; 6 Estabelectr & futuagho sazunal das espécies de febotiminecs e
correlaciond-la com varldveis blocimddcas; 7- Eswdar 0 comporiamento das esodcies de
flsbotcmineos com relagdo A endofiia, exofilla & preferdrcia alimentar 8 Verdficar i Infecgas
natural por Lershimania spp. dos animeis domésticos, sivestres e dos flabotomineos capl srados: 9.
identificar (a)s sspécia(s) de Lalshmunis que DCOMTAM NOd CAS0S humanos. ne: animais
domésticos, silvestres o flcbowomineos infeclados, utilizando mdtodos molecu! ares;  10-
Cormelacionar a distribuigho espacial dos casos humanos com a presenca da eeécies Oe

+flstotominess veloras ¢ animais infoctados; 11- Estudar a variabllidade genética de L £ raziisnsis

do isolados provenientes dos difarentos hospedeiros; 12- Pesquisar a ocombngia de sinturazie
genética populacional nas diferentes espécies de Didelphidae capturades na reserva « partir da
animmdn marcadares micrussalélives e comparar os dados oblidos em subpopulagtes ¢ vestres e
u \ .

A mewdologia informa que serd realizado um estudc seccional de base poiwiacionsl,
utilizanco-se LUm INquerto em uma amostra represontativa ca populacio, consistindo de «itrevisias
familiaree, sxama clinico & diagndetico leboratorial. Durante o periodo de coletas send rat lizado um
esiudo ceso-cont-ole € 0 seguiments de uma amostra de casos (clinicos @ subclinicos’ @ de néc
infectacos, para avaiiacio de fatores de risco para infecgio e doenga.
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" Gomt, Parecer CONEP 36571008

Os procedimentos a serem realizados s30: 1. enirevistas famiigres: 2. exame olinico; 3.
diagnggticn laboratonial (resgdo intradérmica de Montenegro, ensaic imunoenzimalice, mélodos
parasitologicos e molegdiares), <. estudo casp-conirole 8 0 seguimentc de uma amosirs do casns
{elinicos © subclinicos) & de nc infestades, pare avaliagho de fatores de risco gars infecglo e
doanga,
gﬂm eritérios de inclusdo da 14 Etapa s30: (1) selecio doa domiciios: ragistro do 1imars e
corriclios de cada aldels, séloulo do nimero de domicllios & serem trabathados em i da aldsia,
sendd qué 3 representagdo de csda aldeia serd proporcional eo niimers de domitilios evistentes &
emaido por amostragem sisiomatioa dos domicllos participantes do estudo ullizando-se os
croquis das mdeles; (2) selegdo dos participartes do astude. wdas 28 pessoas com iKade enme
cines & oitenia anos, nos domicilios selecionados serdo elegivels para o estudo. Serdo excluidas
do sstude mulberes pestintes e nulrizes; (3) todos 05 poricipanies da entrevida ssric
conwvooados para realizagdo da IDAM, sorclogia 8 exame clinkco. Os domicilios sslacionados serfio
assinaiados no mapa da resenva indigena disponivel na FUNASA, Em oaso do domicilio fechado,
eese sord substitido pelo vizinho mals préudmo, & direita, esquerda ou em frente, nessa ordam.
Caso o morador selecicnado para o estudo esteja ausente do domiclio no momento de vialta, serd
agendada nova visiie & cuse, Caso 9 morador selecionade ndo concorde ou ndio possa pyticipar, &
case serd substituica, utlizando o8 meamos critirios descritos para o domicilio techado.

Na 2* Etapa o4 cas0s clinices & subclinicos confimmados ¢ uma amosta de paticipanias
negatvos Ideniificados durante o inquérito serfio selecionados para avaliagio de fatores de risoo
relacionados 4 doenga ¢ infecgas. Também serlio intluides no esiuds caso-conirole os casos
procsdentes de outras eldelas cu pdlos, identificades pelo sistama de saGde local Jurante ©
parfodo de colstas na drea que serd de 12 meses. .

Local de reslizagio .
Trata-go de um estudo em poputagdes indigenas & ser& sonduzido em duas aldeiz s do Pélo

Erejo Alta Fome (Embaiba | e Embalba Ii) por concentrarem o maior nimero de easos humanos

recentes e attas prevaiéneias de caes soropoaiives (MS/FUNASA, 2007).

' O municipio de S8o Jofio das Missles possul uma populagio de 12,489 habitantes. A

reserva Xacriabé coupa uma aren de 530,74Km", que comesponds a 75.07% da supsriic e totel do

municipio, E constituida por 52 aldeis formando 5 p&los base com populagio iotal 63 imeda da

6.500 habitarites (IBGE, 2006, FUNASA, P00S),

A reserva indigena foi selecionada para o estudo dovido a0 grands nUmers de ¢ases de
LTA ragistrados nos Giimos anos, No perfodo de 2001 a 2008 foram reglstrados 181 casus.

A amostra para © estudo serd de 220 sujeitos. g

Apresentaciio do protooaio ; '

A Folha de Rosto estd preenchida & 0 protocolo devidamente instruido. O cuicule da
pesquisadora eeld anexaco ao projeio. A pianiiha de orgamento fnanceiro estd explcitads. ©
cronograma de atividedes estd descrito indicado para o periodo de 2 anos. O piano de ¢huigacac
dos resultados esth dessrito no projeto.

Comentarios

E um projelo de, grande relevincis, pois 05 resultados poderdo aze! cortribuigdes
imporantes, ja qua as manifestacdes diricas ¢ a senaibilidade do parasito 43 drogas podem variar
dependenco da.espécie de Lélshmania como também das condigbes imuncidgicas do hispedeire.
Messe contexto, diversos estudos tdm chamado a atengio pam a importAnce dos pidries de
resposta imune celular @ humoral no estabelecimento das diferentes manifestagdes clinicas da
LTA O eriudo de tais padroes permilidh néc apenas identficar possivels mecanismos & soctados
ap estabelacimentc de casos abvos 6 de formas subclinicas da LTA, mas também eleger
bismarcadores visando ceracterizer possivels indicadores de resisténcia e suscepiililidade
nfecac por Lelshmania. Por sor uma parsshoss que apresenta grande diversidace dliniso-
epidemickigica ¢ constantes mudencas nos padrdes epidemioidgicos de ransmiss@o, & LTA &
considerada uma doenga de dificl controle. As estralégias parz 0 sau convole ©ivem ser
aspecificas, cenforme a sfuacdo epldemicligica de cada Jocal @ regifio. A detecgho de casos
suspeitos, a corfinmacdo do diagnostico o Rtamento prococe, a ientificagdo do agente etioldgico
circulanta na drea, © conhecimento das dreas de trensmissdc e dos hdbitos € atitxdes que

alitr
23
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8.2

Ministério da Salde/Fundacdo Oswaldo Cruz/Centro de Pesquisa René

Rachou/Comité de Etica

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundag¢io Oswaldo Cruz

Instituto René Rachou
Comité de Etica

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA SUBMETIDO AO CEPSH/CPqRR

Protocolo CEPSH/CPGRR n°: 021/2007

Projeto de Pesquisa: “Epidemiologia da Leishmaniose Tegumentar Americana na reserva indigena Xacriaba,
Minas Gerais, Brasil"

Pesquisador Responsavel: Célia Maria Ferreira Gontijo
Instituigdo: Centro de Pesquisa René Rachou / FIOCRUZ

Data de entrada no CEP: 4/12/2007

Parecer:

O trabalho tem por objetivo estudar aspectos da leishmaniose tegumentar relacionados & doenga
humana, aos transmissores e possiveis reservatérios na reserva indigena Xacriabd em Minas Gerais.

Avaliagdo: O projeto apresenta alta relevancia tendo em vista a prevaléncia e dificuldade de controle
da leishmaniose nas comunidades indigenas em fungdo das condigées de vida das mesmas em
intimo contato com transmissores e reservatdrios da doenga. Conhecendo a prevaléncia e
distribuicdo da doenga e demais agentes envolvidos no ciclo de transmiss@o teremos novos dados
para planejamento do combate a mesma. Alem disto estd garantida propedéutica adequada e
tratamento a todos o0s casos detectados. Embora haja sempre questionamentos em relagéo a
pesquisas envolvendo povos indigenas, neste caso a pesquisa tem objetivos claros de beneficio de
outros povos indigenas com o resultado, pois as conclusdes serdo facilmente aplicaveis a populagbes
semelhantes, e além disto o material coletado sera utilizado exclusivamente na pesquisa atual. Os
termos de consentimento sdo claros € as devidas licengas junto & FUNAI e FUNASA serdo
providenciadas.

O projeto possui garantia de financiamento através da FIOCRUZ. Os pesquisadores envolvidos
apresentam vasto curriculo e ampla experiéncia na area.

Concluséo: Tendo em vista o projeto cumprir todos os preceitos legais sugerimos a aprovagdo do
mesmo por esse comité.

Belo Horizonte, 11 de dezembro de 2007.
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Abstract
Cutaneous leishmaniasis (CL) is a chronic inflammatory disease caused by dermotropic
Leishmania species belonging to the Viannia subgenera, with Leishmania (V.) braziliensis

considered the main agent in Brazil. After infection, a local inflammatory process is initiated,
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inducing the expression of several cytokine/chemokine genes. We evaluated the immunity to
CL of patients living in the indigenous community Xakriaba, Minas Gerais state, Brazil, by
performing detailed analyses of the mRNA expression of different cytokines and chemokines
in CL lesions, considering the time evolution (recent or late). We also studied the profile of
the inflammatory infiltrate by histopathological analysis. The histopathological features of
recent CL lesions showed an intense inflammatory reaction, characterized by the presence of
both mononuclear and polymorphonuclear cells, whereas late CL lesions exhibited a
predominance of mononuclear leukocytes. The gene expression of cytokines/chemokines in
skin biopsies from the CL group showed higher transcript levels of modulatory (IL10 and
TGFB1), anti-inflammatory (1L4), and pro-inflammatory (TNF, IFNG, 1L12B, CCL2, CCL3,
CCL5, CXCL10) biomarkers in recent lesions than in late lesions. Our findings suggest that
differential gene expression of cytokines and chemokines found in skin lesions from CL

patients is associated with time evolution of lesions.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis, Localized immune response, Cytokines, Chemokines.
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1 Introduction

Leishmaniasis is considered an emerging and re-emerging disease. Its incidence has increased
in the last few decades (Reithinger et al., 2007; Goto and Lindoso, 2010), mainly due to
human migration, deforestation, urbanization, and adaptation of the Leishmania parasite to
additional vectors and mammalian hosts (Ferro et al., 2011). Leishmaniasis has a global
estimated prevalence of 12 million cases, with approximately 2 million new cases each year
(1.5 million cases of tegumentary leishmaniasis and 500,000 of visceral leishmaniasis). The
disease occurs in 88 countries throughout Europe, Africa, Asia, and the Americas, and 350
million people are at risk of contracting leishmaniasis (Murray et al., 2005; Ameen, 2010;
WHO, 2013).

The disease is caused by different species of protozoa of the genus Leishmania, which
are transmitted by phlebotomine sand flies (Goto and Lindoso, 2010). The spectrum of
clinical manifestations is large: in the skin, these range from localized cutaneous and
mucocutaneous leishmaniasis to diffuse cutaneous leishmaniasis (Teixeira et al., 2006).
Leishmania Viannia braziliensis is the primary cause of tegumentary leishmaniasis in Brazil.
Cutaneous leishmaniasis (CL), the most common form of tegumentary leishmaniasis, is
characterized by the appearance of a single or a few ulcerated skin lesions (Bittencourt and
Barral, 1991; Giudice et al., 2012).

The occurrence of CL in Brazilian Indian tribes has been little explored. The first
reports were described in the 1950s and 1960s in the Mato Grosso state (Forattini and Dos
Santos, 1956; De Carneri et al., 1963). Pena and Heller (2008) conducted a study on the
indigenous Xakriaba tribe (Minas Gerais, Brazil), demonstrating that the Indians’ precarious
sanitary and housing conditions contribute to the spread of the disease. To aggravate the
situation, autochthonous cases of CL have been recorded since 2001 (MS, 2007a). Quaresma

et al. (2011) reported a prevalence of 8.6% cases of CL in the Xakriaba tribe.
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As part of their cycle life, Leishmania are injected into the vertebrate host as a
promastigote, which is phagocytosed by different phagocytic cells in the host. Within cells of
the mononuclear phagocyte system, promastigotes differentiate into amastigotes and then
proliferate, establishing the infection (Goto and Lindoso, 2010). After infection, a local
inflammatory process is initiated (Mdller et al., 2001). According Ritter et al. (1996), a major
characteristic of Leishmania-infected skin lesions is the massive infiltration of macrophages
with multiple functions. They serve as host cells for the intracellular replication of parasites,
as modulators of the specific immune activity by presenting parasite antigen to T cells, and as
the ultimate mediators of the host response.

In addition, several reports have shown that antimicrobial effectors are activated in
macrophages and, as a consequence, resistance or susceptibility of the host to Leishmania
infections correlates with distinct patterns of cytokine production in the infected skin (Pirmez
et al., 1993; Céceres-Dittmar et al., 1993; Melby et al., 1994). In fact, infection with
Leishmania induces the expression of several cytokine/chemokine genes (Melby et al., 1994
Racoosin and Beverley, 1997; Ritter and Kodrner, 2002; Antoniazi et al., 2004). This could be
beneficial to the parasite through recruitment of host cells that it can infect and survive within
while it proliferates (van Zandbergen et al., 2004). For example, L. major has been shown to
actively modify the chemokine profile at the infection site and thus recruit cells that will favor
the development of persistent infection (Katzman and Fowell, 2008). Additionally, the
virulence of some species of Leishmania is partly due to their ability to repress the induction
of pro-inflammatory cytokines and chemokine genes, making their entry less detectable to the
host (Matte and Olivier, 2002; Ji et al., 2003).

Many aspects of the immune response to Leishmania have been studied, particularly
cytokine and chemokine interactions with cells in different cellular compartments. It is well
established in mouse models that resistance to CL is associated with the development of T-

helper type 1 (Th1) response, characterized by the production of interleukin (IL)-12 and
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gamma interferon (IFN-y), whereas genetic strains that mount the Th2 response with IL4 and
IL10 cytokine production are susceptible (Awasthi et al., 2004).

However, the clear Th1/Th2 dichotomy observed in murine CL has not been
demonstrated in humans, because the host immune response and disease outcome during
leishmaniasis are far more complex than in mice (Castellano et al., 2009). It is clear, however,
in both human and experimental models of the disease that cytokines and chemokines play a
critical role in shaping the nature of the host immune response to Leishmania infection
(Teixeira et al., 2006; Cummings et al., 2010).

In the present study, we evaluated the localized immune response in CL patients living
in the indigenous community of Xakriaba, Minas Gerais state, Brazil. We performed detailed
analyses of the mRNA expression of different cytokines and chemokines in CL lesions,
considering the time evolution, the number, and the type of lesions. We also studied the
profile of the inflammatory infiltrate by histopathological analysis. The characterization of the
localized immune response in the inflammatory infiltrate of CL lesions provided us with a
better understanding of the mechanisms involved in the establishment and maintenance of this
disease. Also, this study provided a rare opportunity to study immunological aspects related to

CL in an indigenous population.

2 Population, materials, and methods

2.1 Study area

The Xakriaba Indigenous Reserve is located in Sdo Jodo das Missdes municipality
(14°53'01"S, 44°05'26"W) in northern Minas Gerais State, Brazil. The reserve covers 78% of
the entire municipality and has a population of 7813 inhabitants (MS, 2012). Between 2001
and 2008, 224 cases of CL were recorded in Xakriaba Territory (Quaresma et al., 2011). Since
2008, a large study has been conducted in this reserve, addressing measures to prevent and

control the transmission of CL. All actions have been conducted by the Family Health
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Program, currently adopted by the Brazilian Unified Health System, which is also located in

Xakriaba Territory.

2.2 Study population

Eighteen indigenous patients with a diagnosis of CL were included in this 4-year study
(2009-2012). The selection criteria for inclusion was patients with skin lesions suggestive of
CL who had presented a positive Montenegro skin test (Biomanguinhos/FIOCRUZ); presence
of Leishmania parasites by Giemsa-stained imprints of biopsy fragments; and/or parasite
isolation in the culture medium (tubes containing blood agar-enriched LIT medium
maintained at 25+1 °C) and detection of Leishmania DNA by PCR. The identification of
Leishmania species was performed through both biochemical and molecular techniques,
according to protocols described previously (Cupolillo et al., 1994; Garcia et al., 2004). The
exclusion criteria were patients with alcohol addiction; the presence of clinically manifested
systemic disease; HIV infection or other immunosuppressive disease; use of
immunosuppressive agents; pregnancy; patients with severe anemia; and patients with
previous specific leishmaniasis treatment. All patients received specific treatment for CL at
the Brazilian Family Health Program (meglumine antimoniate, Glucantime, 20 mg kg/day for
20 days), as recommended by the Brazilian Ministry of Health guidelines (MS, 2007b). Skin
biopsies were taken before treatment and snapped frozen in liquid nitrogen.

Table 1 shows demographical and clinical data of the study population. The patients
were categorized into two groups according to the time of lesion appearance, which ranged
from 1 to 49 months: (1) recent, those in whom lesions appeared within the previous 3
months, and (2) late, those in whom lesions appeared more than 3 months previously (Jara et
al., 2013). Furthermore, the number (one or more) and type of lesion (typical or atypical) were
evaluated following the criteria described previously (MS, 2006; MS, 2007b; Guimaraes et

al., 2009).
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Normal skin tissues were also collected from five indigenous individuals (Table 1),
who constituted a control group, and preserved in RNAlater (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA). These subjects underwent surgery at a hospital in S&o Jodo das Missdes, which

supplies health services to the Xakriabd Reserve.

2.3 Ethical issues

The study was conducted in agreement with the Helsinki Declaration and Resolution no.
196/1996 of the National Health Council at the Brazilian Ministry of Health, which regulates
research involving human subjects in Brazil, and Resolution no. 304/2000, which regulates
research involving Indians. The Research Ethics Committee at René Rachou Research Center
(CEPSH/CP@RR no. 021/2007), and the National Committee for Research Ethics (CONEP:
14689) previously approved the informed consent forms and procedures. Written informed
consent was obtained from all adults, and the children were formally included in the study
only if the free and informed consent form was signed by their parents or legal guardians.
This project was conducted with the permission of the Indigenous National Foundation

(FUNAI, license no. 149/CGEP/08) to enter indigenous lands.

2.4 Histopathological analysis

Skin tissue samples from 16 indigenous CL patients and from 4 control patients were fixed in
buffered formalin, processed for paraffin embedding using the standard protocol (de
Magalh&es et al., 1986a; Bittencourt and Barral, 1991), and the sections were stained by
hematoxylin-eosin. Histologic sections were examined under a microscope (Zeiss AXIO
OBSERVER.AL, Carl Zeiss, Jena, Germany) to determine cell and tissue characteristics of
the inflammatory infiltrate and to classify lesions according to the criteria of de Magalhdes et

al. (1986a). The images displayed in 20x and 63x objectives were digitized with a camera
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coupled to the microscope (AxioCam MRc, Carl Zeiss) using the program AxioVision LE

(version 4.8.2.0, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, Germany).

2.5 Isolation of total RNA from skin tissues

Total RNA from skin tissues was extracted using the RNeasy Micro Kit (Qiagen, Valencia,
CA, USA), according to the manufacturer’s recommendations. The extraction was carried out
using a cryostat under RNase-free conditions, and approximately 50 cuts of 4 um were made
in each frozen skin sample. The concentration of total RNA was determined by the Qubit

Fluorometer (Life Technologies) using the Quant-iT RNA Assay Kit (Life Technologies).

2.6 Gene expression analysis by reverse transcription-quantitative real-time PCR (RT-gPCR)
Eleven genes (IL4, IL10, IL12B, TGFB1, TNF, IFNG, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL10, ACTB)
were chosen for relative quantitative assessment. The primers used were selected from the
literature or designed following stringent validation criteria: the amplicon sizes had between
80 and 200 bp, and only the primers that amplified regions at exon—intron junctions were
chosen (Table 2).

RT-gPCR optimization was established following the MIQE guidelines (Bustin et al.,
2009), and the primer concentrations are shown in Table 2. Primer matrix experiments were
conducted by selecting, for each gene, the primer concentration that provides the lowest C¢
and the highest ARy using a fixed amount of target template. As template, a cDNA sample
from normal skin tissue was used and a no template control was included to assess primer—
dimer formation or nonspecific amplification. The specificity of each gPCR product was
checked by a dissociation curve and polyacrylamide gel electrophoresis.

RT-qPCR analysis was used to compare the transcript levels between CL lesions and

the control samples from normal skin. The cDNA synthesis was performed at 50 ng of total
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RNA using random hexamers and the Omniscript RT kit (Qiagen), following the
manufacturer’s instructions.

The qPCR reaction mixtures consisted of 1.0 or 2.0 (IL4) puL of cDNA (Table 2), 12.5
pL of Power Syber Green PCR Master Mix 2X (Life Technologies), and the specific primer
concentration for each transcript evaluated in the study (Table 2). The final volume of 25 uL
was added to 96-well Optical Reaction Plates (Life Technologies) for amplification and
quantification in the StepOne Plus Real-Time PCR System (Life Technologies). For each
specific set of primers, all individual samples were run in two technical replicates, and two
internal controls were included to assess both potential genomic DNA contamination (no
reverse transcriptase added) and the purity of the reagents used (no cDNA added). The
baseline and threshold values were adjusted for each assay using StepOne software version
2.1 (Life Technologies). Thermal cycling consisted of an initial denaturation step at 95 °C for
10 min followed by 40 cycles at 95 °C for 15 sec, and 60 or 62 °C (IL12B and TNF) (Table 2)
for 1 min. A final melting curve analysis for confirmation of primer specificity was performed
at an initial temperature at 95 °C for 15 sec followed by 60 °C for 1 min, and gradual heating
at 0.3 °C/sec to 95 °C. The melting temperature of amplicons was automatically determined
by the software.

The relative quantification procedure was chosen following a validation experiment to
evaluate the PCR efficiency and R? evaluation for each target, as well as a reference gene by
using standard curves with serial dilution of a cDNA sample obtained from a normal skin
tissue (control) (Table 2). The results were expressed using the 2-4ACt = 2-(Cttarget gene - CLACTE)
target sample - (Ct target gene - Ct ACTB)control sample oy atjon (Livak & Schmittgen 2001). The ACTB gene
was chosen as the reference gene because of its uniform expression throughout tissue samples

evaluated.
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2.7 Statistical analysis
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism software version 5.0 (San Diego,
CA, USA). The Mann-Whitney test was used to compare differences between groups. In all

cases, differences were considered statistically significant when p<0.05.

2.8 Heat map analysis
The heat map representation was designed in R language (R Development Core Team, 2011)
using a gplots library with data normalized by Z-score. Hierarchical cluster of patients was

carried out with hclust library (Langfelder and Horvath, 2012).

2.9 Cytokine and chemokine signatures

The cytokine and chemokine signatures were first assessed to identify low and high cytokine
producers, as previously proposed by Luiza-Silva et al. (2011a). Modulatory/anti-
inflammatory/inflammatory cytokine and chemokine signatures triggered in the recent or late
lesion groups were compared by overlapping the ascendant profiles of the groups, as proposed
by our group (Campi-Azevedo et al., 2012). Differences were considered to be relevant when
the frequency for a given cytokine or chemokine emerged outside the 50th percentile. The use
of 50th percentile as a limit to identify relevant differences in the cytokine and chemokine
signatures between groups was previously proposed by Campi-Azevedo et al. (2012). This
approach was shown to be effective at detecting subtle changes in the cytokine and

chemokine signatures that were not detectable by conventional statistical approaches.

2.10 Gene correlation network
The Spearman’s rank correlation test using R language (R Development Core Team, 2011)
was performed to construct gene correlation networks. A correlation matrix containing all

pairwise Spearman’s test p-values less than 0.05 was used to design the networks, considering
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genes as vertices and edges as the correlation between two specific genes (Fukushima et al.,
2011). The statistical significance of each network was calculated by the number of identical
networks obtained from 1000 random evaluations, using the function randomGraph of graph

library in R language, where p < 0.05 was considered significant.

3 Results

3.1 Characterization of the study population

The Table 1 shows clinical and epidemiological details of the study group: 18 indigenous
patients with diagnosis of CL, and 5 Indians as the control group were evaluated. For the
latter, the average age was 44.6 + 22.4 years (15 to 72 years), including two women and three
men. The average age in the CL group was 27.8 + 16.0 years (8 to 73 years), and it was
composed of 6 women and 12 men. Nine patients showed recent lesions, and nine showed late
lesions (average of 11.6 + 15.2 months; ranging from 1 to 49 months). Eleven patients had
one lesion, and seven had more than one. Eight patients presented typical lesions, and 10
presented atypical lesions. The lesions of the patients with more than one lesion were mostly
located on the upper and lower limbs, and the atypical lesions were exophytic, without clear

borders and were sometimes crusted.

3.2 Histopathological analysis

The histopathological analysis was performed on skin tissue samples from four indigenous
individuals belonging to the control group, and no changes were observed (Table 1; Figure
1A, B). In contrast, in the CL group, distinct inflammatory infiltrates were observed, and
Leishmania was seen in 81.3% of the tissue samples analyzed (Table 1). Thus, we observed
lymphocytic infiltrate containing superficial and perivascular dermal distributions (Figure 1C,
D). We also observed mixed inflammatory infiltrate rich in lymphocytes, plasma cells, and

histiocytes, which occasionally are phagocytizing amastigotes. This infiltrate presented a
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diffuse and deep distribution (Figure 1E—H). Furthermore, in the eight patients (CL0O1, CL02,
CLO05-CLO07, CL13-CL15) who presented both intense or diffuse mixed inflammatory
infiltrate, rich in lymphocytes and plasma cells, we observed the presence of necrosis and
granulomas with multinucleated giant cells in 87.5% and 25.0% of cases, respectively (Table
1).

In most patients with recent lesions, the inflammatory infiltrate showed a
predominance of polymorphonuclear and mononuclear cells, whereas in those patients with
late lesions the inflammatory infiltrate presented a greater number of mononuclear cells. No
other significant differences between the groups were observed in the parameters evaluated.
Also, no clear difference was observed when the patients were categorized according to the

number or type of lesions.

3.3 Heat map and hierarchical cluster analyses

To verify the gene expression profile associated with the lesion subcategories (time evolution,
number, and type of CL lesion) in the indigenous patients, we constructed a matrix in a heat
map representation (Figure 2). The heat map analysis showed that the time evolution of
lesions had a great impact on the levels of gene expression observed. Using this approach, it
was possible to segregate a distinct immunological profile between recent and late lesion
groups, revealing high levels of CCL5 expression in the recent lesion group and increased
expression of IFNG and IL10 in the late lesion group. However, we found that the number
and type of lesions showed only a slight association with the gene expression profile of
patients, allowing no clear segregation between their subgroups. Therefore, the following
analyses consider only time evolution of lesions as a parameter associated with gene

expression profile in skin tissues of CL patients.
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3.4 Gene expression profile in skin tissues from indigenous patients with CL according to the
time evolution of lesions

Higher transcript levels of modulatory (IL10 and TGFB1), anti-inflammatory (IL4), and pro-
inflammatory (TNF, IFNG, IL12B, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL10) cytokines and

chemokines were found in recent lesions as compared with late lesions (Figure 3).

3.5 Overall pattern of modulatory/anti-inflammatory and inflammatory cytokine and
chemokines

In an effort to detect additional differences, we determined the overall pattern of gene
expression according to time evolution of lesion. First, we drew up the global signature of
genes that showed high mRNA expression for modulatory/anti-inflammatory/inflammatory
cytokines and chemokines according to ascending frequencies.

Analysis of relative gene expression signatures of cytokines and chemokines in the
recent lesion group showed an inflammatory profile with clear modulation, mainly due to
high expression levels of IL10, TGFB1, CCL3, CCL5, and CXCL10. Furthermore, in the late
lesion group, we observed a balanced immunological profile with prominent participation of
IL4 and discrete action of TNF, IL12B, and IFNG. The ascendant curves of relative gene
expression of cytokines and chemokines showed that recent lesions were characterized by the
following sequence IL4 < TNF = IFNG = IL12B = CCL2 = IL10 = TGFB1 < CCL3 = CCL5
= CXCL10, whereas the late lesions were characterized by CXCL10 < CCL3 =CCL5 <
CCL2=1L10 =TGFB1 =TNF = IFNG = IL12B < IL4 (Figure 4, top panel). In late lesions,
the overlap analysis of signatures showed a significant reduction of the expression of all
cytokines and chemokines tested (except for IL4) when compared with recent lesions. The
analysis of 1L4 showed increased expression of this cytokine in the late lesion group as

compared with the recent lesion group (Figure 4, bottom panel).
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3.6 Gene correlation network

To evaluate the putative relationships among the genes assessed, we built networks where the
vertices represent the cytokines and chemokines and the edges represent positive correlations
between two genes (Figure 5). The network of response to L. braziliensis infection was
composed of nine genes, and their topology of correlation showed high statistical significance
(p=0.002). After categorization according to time evolution of lesion, we observed that only
the late lesion subnetwork showed statistical significance (p=0.016). Furthermore, we found
that the two networks were characterized by correlations between modulatory and
inflammatory cytokines and chemokines, highlighting that IFNG, CXCL10, CCL2, and IL12B

formed a cyclic structure present in both networks.

4 Discussion

To better understand the immunological mechanisms associated with the development and
maintenance of CL, we investigated this infectious disease in lesions from indigenous CL
patients. We evaluated simultaneously the RNA expression of distinct cytokines (1L10,
TGFBL, IL4, TNF, IFNG, IL12B), and chemokines (CCL2, CCL3, CCL5, CXCL10)
considering the time evolution, number, and type of CL lesions. In addition, we also evaluated
the cellular composition of the inflammatory infiltrate in CL skin lesions.

The histopathological analysis showed an inflammatory infiltrate composed of
polymorphonuclear, mononuclear cells, and plasma cells as well as the presence of
granulomas, necrosis, and Leishmania amastigotes. Similarly, studies with non-indigenous
patients demonstrated that the histopathological picture of CL lesions varies from a massive
lymphohistiocytic and neutrophilic infiltrate to a granulomatous reaction with or without
necrosis (Bittencourt and Barral, 1991; Ritter et al., 1996; Montenegro, 1924; de Magalhées et
al., 1982). According to other studies, B cells and plasma cells are found in lesion tissue, and

the assessment of B cells in lymph node aspirates from CL patients with lymphadenopathy
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implicates an association between accumulation of plasma cells and lesion formation
(Bomfim et al., 2007; Nylén and Eidsmo, 2012). Furthermore, corroborating our data, Melby
et al. (1994) visualized in histological sections Leishmania amastigotes in 72.7% of the
biopsies analyzed. In addition, our histopathological analysis also revealed that patients with
recent lesions showed inflammatory infiltrate composed of mononuclear and
polymorphonuclear cells, whereas infiltrate in the late lesion group was composed mainly of
mononuclear cells, as we reported previously in a study of non-indigenous population
(Campanelli et al., 2010).

Several studies have shown the influence of the time evolution of lesions in the
immunological profile of CL patients. Those studies used different periods to define recent
and late lesions, which makes it difficult to compare their results (Melby et al., 1994; Baratta-
Masini et al., 2007; Campanelli et al., 2010; Hejazi et al., 2012; Jara et al., 2013). In our
study, the patients were categorized in two groups: (1) recent, those in whom lesions appeared
within the previous 3 months, and (2) late, those in whom lesions appeared more than 3
months previously. This categorization was based on a heat map analysis that showed a strong
association between time evolution of lesion and gene expression profile of cytokines and
chemokines. According to this analysis, we found that patients with recent lesions showed a
gene expression profile distinct from that of late lesions, allowing us to segregate the patients
into two groups. This finding suggests that 3 months would be an appropriate time to classify
recent and late CL lesions. On the other hand, number and type of lesions were not associated
with the gene expression profile of patients based on heat map analysis.

The susceptibility of mammalian hosts to intracellular pathogens is largely determined
during the transition from innate to adaptive immunity (Fearon and Locksley, 1996; Luster,
2002). The local immunological milieu created at the initial stage of the host—pathogen
interaction shapes adaptive cell-mediated immunity in subsequent development of disease or

protective immunity (Luther and Cyster, 2001; Ward et al., 1998). In leishmaniasis, some
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studies have also shown that polymorphisms that affect the expression or function of certain
cytokines and chemokines may be associated with disease outcome. In this context, the -
174bp G/C single nucleotide polymorphism in the promoter region of the gene encoding IL6
(IL6) have been associated with increased susceptibility to mucosal leishmaniasis caused by
L. braziliensis infection (Castellucci et al., 2006). Furthermore, Ramasawmy et al. (2010)
showed an association between the CCL2 -2518bp G allele with high plasma and macrophage
MCP-1 levels and susceptibility to mucosal leishmaniasis, but not CL disease caused by L.
braziliensis. In the current study, we observed higher levels of IL10, TGFB1, I1L4, TNF,
IFNG, IL12B, CCL2, CCL3, CCL5, and CXCL10 in the recent CL lesion group compared
with the late CL lesion group. In peripheral blood of CL patients infected with L. braziliensis,
Baratta-Masini et al. (2007) showed that early lesions presented a greater number of IL4" and
IL10™ T cells compared with patients with older lesions. On the other hand, Melby et al.
(1994) demonstrated greater expression of TNF, IL10, and TGFBL1 transcripts in CL late
lesions compared with CL early lesions. The patients evaluated by Melby et al. (1994)
presented infection by L. mexicana, whereas our study evaluated patients infected with L.
braziliensis. This variable could explain the different gene expression profile observed
between the two studies. Also, some studies showed that chemokine induction after
Leishmania infection was dependent on the parasite strain used (Racoosin and Beverley,
1997; Teixeira et al., 2005). Moreover, Campanelli et al. (2010) demonstrated a higher
frequency of IL10-producing cells as well as TGF-f in CL late lesions compared with early
lesions. Differences between our study and Campanelli et al. (2010) may be related to the
methodological approach, because they evaluated intracellular cytokine from T cells present
in the lesions of patients with CL by flow cytometry. Thus, we found that the immune profile
observed in this indigenous population showed differences from other studies in non-

indigenous populations with CL.
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Furthermore, the analysis of the cytokine and chemokine signatures revealed that the
recent lesion group showed a mixed profile with inflammatory and modulatory events
occurring simultaneously, mainly due to high levels of IL10, TGFB1, CCL3, CCL5, and
CXCL10. This situation could be beneficial to the parasite through recruitment of host cells,
which it can infect and survive within and thus proliferate (van Zandbergen et al., 2004). This
suggests the distribution of cytokine is possibly highly dynamic, variable in space and time.
Recent studies on the evolution of resistance demonstrate that variation of environmental
stress, either in time or space, can accelerate the speed of evolution of resistance (Lee et al.,
2010; Zhang et al., 2011).

Thus, our results revealed that in the early stages of the disease a favorable
microenvironment exists for CL establishment and progression. In this context, in CL murine
models, IL4 was shown to play a critical role in mediating susceptibility to Leishmania
infection by down-regulating the expression of protective Thl-associated cytokines IL12 and
IFN-y, inhibiting both nitric oxide production, and parasite killing by macrophages
(Alexander et al., 1999). In addition, regulatory T cells (natural and induced) and their
cytokines such as 1L10 and TGF- are strongly associated with leishmanial disease and
pathology and may render macrophages unresponsive in activating pathways induced by IFN-
v and TNF-a.. Thus, although the function of regulatory T cells is to control immune-mediated
pathology, in the case of leishmanial disease, they may contribute to macrophages’ failure to
kill parasites, which in turn would lead to sustained triggering of inflammatory responses and
tissue destruction (Nylén and Eidsmo, 2012).

In the recent lesion group, we also observed increased expression of inflammatory
cytokines (TNF, IFNG, IL12B) and chemokines (CCL2, CCL3, CCL5, CXCL10). This fact
may be associated with both recruitment and activation of specific leukocyte subsets to the

site of infection, as an attempt of the host to combat the disease. In both human and
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experimental models of CL, control of infection is mediated by T lymphocytes and is
critically dependent upon the early induction of an IL12-driven Thl-type immune response
and the production of IFN-y by CD4" T cells. IFN-y plays a critical role in the activation of
macrophages to kill intracellular parasites by inducing production of nitric oxide, which is
essential for parasite elimination (Cummings et al., 2010). In this context, Ritter and Moll
(2000) demonstrated that IFN-y acts with CCL2 to eliminate L. major from infected
macrophages. Furthermore, TNF-o and IL1[3 together with CCL3 were reported to regulate
Langerhans cell-mediated transport of Leishmania from the infected skin to regional lymph
nodes in murine CL (Arnoldi and Moll, 1998). IL12 is required for the induction of Thl-
related chemokines such as XCL1, CXCL10, and CCL2 in lymph nodes of resistant L. major—
infected mice (Zaph and Scott, 2003). The administration of recombinant mouse CXCL10 to
susceptible BALB/c mice significantly enhances NK cell cytotoxic activity and resistance
against L. major, indicating that CXCL10 might contribute to promoting the development of a
protective immune response (Vester et al., 1999). Treatment with Met-RANTES (a functional
antagonist of CCR1 and CCR5) or anti-CCL5 rendered C57BL/6 mice more susceptible to L.
major, skewing the immune response toward Th2 (Santiago et al., 2004).

Additionally, the correlation networks showed that there was an association between
the evaluated genes, indicating that infection with L. braziliensis is characterized by changes
in different biomarkers. In this context, this analysis showed connections between modulatory
and inflammatory cytokines and chemokines, termed as a modulated inflammatory profile.
Interestingly, we found that the cyclic structure, composed of IFNG, CXCL10, CCL2, and
IL12B, observed in the topology of the network in response to L. braziliensis infection was
preserved with the time evolution of the lesion and might be responsible for the network
significance. Thus, we also observed in the subnetwork of the late lesion a modulated

inflammatory profile represented by correlations between inflammatory cytokines and
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chemokines and IL10. In this context, it seems that a predominant Th1 response is necessary
for parasite control and lesion healing, whereas the concomitant presence of 1L4 and IL10,
and probably other modulatory cytokines such as TGF-3, may contribute to parasite escape,
sustenance of inflammatory stimulation, and lesion persistence (Melby et al., 1994; Rodrigues
et al., 1998; Salhi et al., 2008).

This is one of the few studies that evaluated immunological aspects related to the
development and maintenance of the CL in an indigenous population. In conclusion, our
findings demonstrate that differential gene expression of cytokines and chemokines found in

skin lesions from CL patients is associated with time evolution of the lesions.

Acknowledgements
The authors thank the Program for Technological Development in Tools for Health-PDTIS-
FIOCRUZ for the use of its facilities. OAMF, RS, MNM, CMFG, and ATC thank CNPq for

fellowships (PQ).

178



ANEXOS

References

Alexander J., Satoskar A.R., Russell D.G., 1999. Leishmania species: models of intracellular
parasitism. J Cell Sci 112, 2993-3002.

Ameen M., 2010. Cutaneous leishmaniasis: advances in disease pathogenesis, diagnostics and
therapeutics. Clin Exp Dermatol 35, 699-705.

Antoniazi S., Price H.P., Kropf P., Freudenberg M.A., Galanos C., Smith D.F., Muller I.,
2004. Chemokine gene expression in Toll-like receptor-competent and -deficient mice
infected with Leishmania major. Infect Immun 72, 5168-5174.

Arnoldi J., Moll H., 1998. Langerhans cell migration in murine cutaneous leishmaniasis:
regulation by tumor necrosis factor alpha, interleukin-1 beta, and macrophage
inflammatory protein-1 alpha. Dev Immunol 6, 3-11.

Awasthi A., Mathur R.K., Saha B., 2004. Immune response to Leishmania infection. Indian J
Med Res 119, 238-258.

Baratta-Masini A., Teixeira-Carvalho A., Malaquias L.C., Mayrink W., Martins-Filho O.A.,
Corréa-Oliveira R., 2007. Mixed cytokine profile during active cutaneous
leishmaniasis and in natural resistance. Front Biosci 12, 839-849.

Bittencourt A.L., Barral A., 1991. Evaluation of the histopathological classifications of
American cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis. Mem Inst Oswaldo Cruz 86,
51-56. Erratum in: Mem Inst Oswaldo Cruz 86, following 378.

Bomfim G., Andrade B.B., Santos S., Claréncio J., Barral-Netto M., Barral A., 2007. Cellular
analysis of cutaneous leishmaniasis lymphadenopathy: insights into the early phases of
human disease. Am J Trop Med Hyg 77, 854-859.

Brasil, Ministério da Saude, Fundacdo Nacional de Saude, 2007. Relatdrio interno da Unidade
Regional de Montes Claros [in Portuguese] [s.l.]: [s.n.].

Brasil, Ministério da Salde, Fundacdo Nacional de Saude. Sistema de Informacdes da
Atencdo a Saude Indigena (SIASI): Demografia dos Povos Indigenas [in Portuguese].
Available: http://dw.saude.gov.br/gsid/serviet/mstrWeb. Accessed 21 December 2012.

Brasil, Ministerio da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, 2007. Manual de vigilancia
da leishmaniose tegumentar americana [in Portuguese] 2nd Edition. Brasilia, DF.
Available: http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/manual_Ita_2ed.pdf.
Accessed 21 December 2012.

Brasil, Ministerio da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, Departamento de Vigilancia
Epidemiologica, 2006. Atlas de leishmaniose tegumentar americana: diagnosticos
clinico e  diferencial [in Portuguese]. Brasilia, DF.  Available:
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/atlas_Ita.pdf. Accessed 26 February
2013.

Bustin S.A., Benes V., Garson J.A., Hellemans J., Huggett J., Kubista M., Mueller R., Nolan
T., Pfaffl M.W., Shipley G.L., Vandesompele J., Wittwer C.T., 2009. The MIQE
guidelines: minimum information for publication of quantitative real-time PCR
experiments. Clin Chem 55, 611-622.

Céceres-Dittmar G., Tapia F.J., Sanchez M.A., Yamamura M., Uyemura K., Modlin R.L.,
Bloom B.R., Convit J., 1993. Determination of the cytokine profile in American
cutaneous leishmaniasis using the polymerase chain reaction. Clin Exp Immunol 91,
500-505.

179



ANEXOS

Camparnelli A.P., Brodskyn C.I., Boaventura V., Silva C., Roselino A.M., Costa J., Saldanha
A.C., de Freitas L.A., de Oliveira C.I., Barral-Netto M., Silva J.S., Barral A., 2010.
Chemokines and chemokine receptors coordinate the inflammatory immune response
in human cutaneous leishmaniasis. Hum Immunol 71, 1220-1227.

Campi-Azevedo A.C., de Araujo-Porto L.P., Luiza-Silva M., Batista M.A., Martins M.A.,
Sathler-Avelar R., da Silveira-Lemos D., Camacho L.A., de Menezes Martins R., de
Lourdes de Sousa Maia M., Farias R.H., da Silva Freire M., Galler R., Homma A.,
Ribeiro J.G., Lemos J.A., Auxiliadora-Martins M., Caldas I.R., El6i-Santos S.M.,
Teixeira-Carvalho A., Martins-Filho O.A., 2012. 17DD and 17D-213/77 yellow fever
substrains trigger a balanced cytokine profile in primary vaccinated children. PLoS
One 7, e49828.

Castellano L.R., Filho D.C., Argiro L., Dessein H., Prata A., Dessein A., Rodrigues V., 2009.
Th1/Th2 immune responses are associated with active cutaneous leishmaniasis and
clinical cure is associated with strong interferon-gamma production. Hum Immunol
70, 383-390.

Castellucci L., Menezes E., Oliveira J., Magalhaes A., Guimaraes L.H., Lessa M., Ribeiro S.,
Reale J., Noronha E.F., Wilson M.E., Duggal P., Beaty T.H., Jeronimo S., Jamieson
S.E., Bales A., Blackwell J.M., de Jesus A.R., Carvalho E.M., 2006. IL6 -174 G/C
promoter polymorphism influences susceptibility to mucosal but not localized
cutaneous leishmaniasis in Brazil. J Infect Dis 194, 519-527.

Chong B.F., Wilson A.J., Gibson H.M., Hafner M.S., Luo Y., Hedgcock C.J., Wong H.K.,
2008. Immune function abnormalities in peripheral blood mononuclear cell cytokine
expression differentiates stages of cutaneous T-cell lymphoma/mycosis fungoides.
Clin Cancer Res 14, 646-653.

Cummings H.E., Tuladhar R., Satoskar A.R., 2010. Cytokines and their STATS in cutaneous
and visceral leishmaniasis. J Biomed Biotechnol 2010, 294389.

Cupolillo E., Grimaldi G. Jr., Momen H., 2004. A general classification of New World
Leishmania using numerical zymotaxonomy. Am J Trop Med Hyg 50, 296-311.

De Carneri I., Nuttels N., Miranda J.A., 1963. Epidemic of cutaneous leishmaniasis among
the Waur'a indians of the Xingu National Park (state of Mato Grosso, Brazil) [in
Portuguese]. Rev Inst Med Trop Sao Paulo 5, 271-272.

de Magalhdes A.V., Chiarini L.H., Raick A.N., 1982. The histopathology of cutaneous
leishmaniasis [in Portuguese]. Rev Inst Med Trop Sao Paulo 24, 268-276.

de Magalhdes A.V., Moraes M.A., Raick A.N., Llanos-Cuentas A., Costa J.M., Cuba C.C.,
Marsden P.D., 1986a. Histopathology of cutaneous leishmaniasis by Leishmania
braziliensis braziliensis. 1. Histopathological patterns and study of the course of the
lesions [in Portuguese]. Rev Inst Med Trop Sao Paulo 28, 253-262.

Dhanasekaran S., Doherty T.M, Kenneth J., TB Trials Study Group, 2010. Comparison of
different standards for real-time PCR-based absolute quantification. J Immunol
Methods 354, 34-39.

Fearon D.T., Locksley R.M., 1996. The instructive role of innate immunity in the acquired
immune response. Science 272, 50-53.

Ferro C., Marin D., Gongora R., Carrasquilla M.C., Trujillo J.E., Rueda N.K., Marin J.,
Valderrama-Ardila C., Alexander N., Pérez M., Munstermann L.E., Ocampo C.B.,
2011. Phlebotomine vector ecology in the domestic transmission of American
cutaneous leishmaniasis in Chaparral, Colombia. Am J Trop Med Hyg 85, 847-856.
Erratum in: Am J Trop Med Hyg 85, 1154.

180



ANEXOS

Forattini O.P., Dos Santos M., 1956. Note on a focus of American cutaneous leishmaniasis in
the State of Mato Grosso, Brazil [in Portuguese]. Rev Bras Malariol Doencas Trop 8,
127-133.

Fukushima A., Kusano M., Redestig H., Arita M., Saito K., 2011. Metabolomic correlation-
network modules in Arabidopsis based on a graph-clustering approach. BMC Syst
Biol 5, 1.

Garcia L., Kindt A., Bermudez H., Llanos-Cuentas A., De Doncker S., Arevalo J., Wilber
Quispe Tintaya K., Dujardin J.C., 2004. Culture-independent species typing of
Neotropical Leishmania for clinical validation of a PCR-based assay targeting heat
shock protein 70 genes. J Clin Microbiol 42, 2294-2297.

Giudice A., Vendrame C., Bezerra C., Carvalho L.P., Delavechia T., Carvalho E.M., Bacellar
O. 2012. Macrophages participate in host protection and the disease pathology
associated with Leishmania braziliensis infection. BMC Infect Dis 12, 75.

Goto H., Lindoso J.A., 2010. Current diagnosis and treatment of cutaneous and
mucocutaneous leishmaniasis. Expert Rev Anti Infect Ther 8, 419-433.

Guimarées L.H., Machado P.R., Lago E.L., Morgan D.J., Schriefer A., Bacellar O., Carvalho
E.M., 2009. Atypical manifestations of tegumentary leishmaniasis in a transmission
area of Leishmania braziliensis in the state of Bahia, Brazil. Trans R Soc Trop Med
Hyg 103, 712-715.

Hejazi S.H., Hoseini S., Javanmard S.H., Zarkesh S.H., Khamesipour A., 2012. Interleukin-10
and transforming growth factor-f in early and late lesions of patients with Leishmania
major induced cutaneous leishmaniasis. Iran J Parasitol 7, 16-23.

Jara M., Adaui V., Valencia B.M., Martinez D., Alba M., Castrillon C., Cruz M., Cruz I., Van
der Auwera G., Llanos-Cuentas A., Dujardin J.C., Arevalo J., 2013. Real-time PCR
assay for detection and quantification of Leishmania (Viannia) organisms in skin and
mucosal lesions: exploratory study of parasite load and clinical parameters. J Clin
Microbiol 51, 1826-1833.

Ji J., Sun J., Soong L., 2003. Impaired expression of inflammatory cytokines and chemokines
at early stages of infection with Leishmania amazonensis. Infect Immun. 71, 4278-
4288.

Katzman S.D., Fowell D.J., 2008. Pathogen-imposed skewing of mouse chemokine and
cytokine expression at the infected tissue site. J Clin Invest 118, 801-811.

Langfelder P., Horvath S., 2012. Fast R Functions for Robust Correlations and Hierarchical
Clustering. J Stat Softw 46(11), i11.

Lee H.H., Molla M.N., Cantor C.R., Collins J.J., 2010. Bacterial charity work leads to
population-wide resistance. Nature 467(7311):82-85.

Lin Z.Y., Chuang W.L., 2010. Pharmacologic concentrations of ascorbic acid cause diverse
influence on differential expressions of angiogenic chemokine genes in different
hepatocellular carcinoma cell lines. Biomed Pharmacother 64, 348-351.

Livak K.J., Schmittgen T.D., 2001. Analysis of relative gene expression data using real-time
quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)). Method Methods 25, 402-408.

Luiza-Silva M., Martins M.A., Espirito-Santo L.R., Campi-Azevedo A.C., Silveira-Lemos D.,
Ribeiro J.G., Homma A., Kroon E.G., Teixeira-Carvalho A., Eléi-Santos S.M.,
Martins-Filho O.A., 2011a. Characterization of main cytokine sources from the innate
and adaptive immune responses following primary 17DD yellow fever vaccination in
adults. Vaccine 29, 583-592.

Luster A.D., 2002. The role of chemokines in linking innate and adaptive immunity. Curr
Opin Immunol 14, 129-135.
181



ANEXOS

Luther S.A., Cyster J.G., 2001. Chemokines as regulators of T cell differentiation. Nat
Immunol 2, 102-107.

Matte C., Olivier M., 2002. Leishmania-induced cellular recruitment during the early
inflammatory response: modulation of proinflammatory mediators. J Infect Dis 185,
673-681.

Melby P.C., Andrade-Narvaez F.J., Darnell B.J., Valencia-Pacheco G., Tryon V.V., Palomo-
Cetina A., 1994. Increased expression of proinflammatory cytokines in chronic lesions
of human cutaneous leishmaniasis. Infect Immun 62, 837-842.

Montenegro J., 1924. Anatomo-pathologia da leishmaniose cutanea [in Portuguese]. An Paul
Med Cir 15, 5-11.

Muller K., van Zandbergen G., Hansen B., Laufs H., Jahnke N., Solbach W., Laskay T., 2001.
Chemokines, natural Killer cells and granulocytes in the early course of Leishmania
major infection in mice. Med Microbiol Immunol 190, 73-76.

Murray H.W., Berman J.D., Davies C.R., Saravia N.G., 2005. Advances in leishmaniasis.
Lancet 366, 1561-1577.

Musso O., Sommer P., Drouet E., Cotte L., Neyra M., Grimaud J.A., Chevallier M. 1996. In
situ detection of human cytomegalovirus DNA in gastrointestinal biopsies from AIDS
patients by means of various PCR-derived methods. J Virol Methods 56, 125-137.

Nylén S., Eidsmo L., 2012. Tissue damage and immunity in cutaneous leishmaniasis. Parasite
Immunol 34, 551-561.

Overbergh L., Giulietti A., Valckx D., Decallonne R., Bouillon R., Mathieu C., 2003. The use
of real-time reverse transcriptase PCR for the quantification of cytokine gene
expression. J Biomol Tech 14, 33-43.

Pena J.L., Heller L., 2008. Environmental sanitation and Indian health: an assessment on the
Xakriaba population, Minas Gerais [in Portuguese]. Eng Sanit Ambient 13, 63-72.

Pirmez C., Yamamura M., Uyemura K., Paes-Oliveira M., Conceic¢do-Silva F., Modlin R.L.,
1993. Cytokine patterns in the pathogenesis of human leishmaniasis. J Clin Invest 91,
1390-1395.

Quaresma P.F., Régo F.D., Botelho H.A., da Silva S.R., Moura Janior A.J., Teixeira Neto
R.G., Madeira F.M., Carvalho M.B., Paglia A.P., Melo M.N., Gontijo C.M., 2011.
Wild, synanthropic and domestic hosts of Leishmania in an endemic area of cutaneous
leishmaniasis in Minas Gerais State, Brazil. Trans R Soc Trop Med Hyg 105, 579-585.

R Development Core Team, 2011. R: A language and environment for statistical computing,
reference index version 2.13.0. Vienna: R Foundation for Statistical Computing.

Racoosin E.L., Beverley S.M., 1997. Leishmania major: promastigotes induce expression of a
subset of chemokine genes in murine macrophages. Exp Parasitol 85, 283-295.

Ramasawmy R., Menezes E., Magalhdes A., Oliveira J., Castellucci L., Almeida R., Rosa
M.E., Guimarées L.H., Lessa M., Noronha E., Wilson M.E., Jamieson S.E., Kalil J.,
Blackwell J.M., Carvalho E.M., de Jesus A.R., 2010. The -2518bp promoter
polymorphism at CCL2/MCP1 influences susceptibility to mucosal but not localized
cutaneous leishmaniasis in Brazil. Infect Genet Evol 10, 607-613.

Reithinger R., Dujardin J.C., Louzir H., Pirmez C., Alexander B., Brooker S., 2007.
Cutaneous leishmaniasis. Lancet Infect Dis 7, 581-596.

Ritter U., Korner H., 2002. Divergent expression of inflammatory dermal chemokines in
cutaneous leishmaniasis. Parasite Immunol 24, 295-301.

182



ANEXOS

Ritter U., Moll H., 2000. Monocyte chemotactic protein-1 stimulates the Kkilling of
Leishmania major by human monocytes, acts synergistically with IFN-gamma and is
antagonized by IL-4. Eur J Immunol 30, 3111-3120.

Ritter U., Moll H., Laskay T., Brocker E., Velazco O., Becker I., Gillitzer R., 1996.
Differential expression of chemokines in patients with localized and diffuse cutaneous
American leishmaniasis. J Infect Dis 173, 699-7009.

Rodrigues V. Jr., Santana da Silva J., Campos-Neto A., 1998. Transforming growth factor
beta and immunosuppression in experimental visceral leishmaniasis. Infect Immun 66,
1233-1236.

Salhi A., Rodrigues V. Jr., Santoro F., Dessein H., Romano A., Castellano L.R., Sertorio M.,
Rafati S., Chevillard C., Prata A., Alcais A., Argiro L., Dessein A., 2008.
Immunological and genetic evidence for a crucial role of IL-10 in cutaneous lesions in
humans infected with Leishmania braziliensis. J Immunol 180, 6139-6148.

Santiago H.C., Oliveira C.F., Santiago L., Ferraz F.O., de Souza D.G., de-Freitas L.A.,
Afonso L.C., Teixeira M.M., Gazzinelli R.T., Vieira L.Q., 2004. Involvement of the
chemokine RANTES (CCLD5) in resistance to experimental infection with Leishmania
major. Infect Immun 72, 4918-4923.

Teixeira M.J., Fernandes J.D., Teixeira C.R., Andrade B.B., Pompeu M.L., Santana da Silva
J., Brodskyn C.I., Barral-Netto M., Barral A., 2005. Distinct Leishmania braziliensis
isolates induce different paces of chemokine expression patterns. Infect Immun 73,
1191-1195.

Teixeira M.J., Teixeira C.R., Andrade B.B., Barral-Netto M., Barral A., 2006. Chemokines in
host-parasite interactions in leishmaniasis. Trends Parasitol 22, 32-40.

Toki S., Kagaya S., Shinohara M., Wakiguchi H., Matsumoto T., Takahata Y., Morimatsu F.,
Saito H., Matsumoto K., 2009. Lactobacillus rhamnosus GG and Lactobacillus casei
suppress Escherichia coli-induced chemokine expression in intestinal epithelial cells.
Int Arch Allergy Immunol 148, 45-58.

van Zandbergen G., Klinger M., Mueller A., Dannenberg S., Gebert A., Solbach W., Laskay
T., 2004. Cutting edge: neutrophil granulocyte serves as a vector for Leishmania entry
into macrophages. J Immunol 173, 6521-6525.

Vester B., Muller K., Solbach W., Laskay T., 1999. Early gene expression of NK cell-
activating chemokines in mice resistant to Leishmania major. Infect Immun 67, 3155-
31509.

Ward S.G., Bacon K., Westwick J., 1998. Chemokines and T lymphocytes: more than an
attraction. Immunity 9, 1-11.

WHO. World Health Organization. Leishmaniasis. Available:
http://www.who.int/leishmaniasis/burden/magnitude/burden_magnitude/en/index.html
. Accessed 31 January 2013.

Zaph C., Scott P., 2003. Interleukin-12 regulates chemokine gene expression during the early
immune response to Leishmania major. Infect Immun 71, 1587-1589.

Zhang Q., Lambert G., Liao D., Kim H., Robin K., Tung C.K., Pourmand N., Austin R.H.,
2011. Acceleration of emergence of bacterial antibiotic resistance in connected
microenvironments. Science 333, 1764-1767.

Zhang Z., Bryan J.L., DelLassus E., Chang L.W., Liao W., Sandell L.J. 2010.
CCAAT/enhancer-binding protein  and NF-«kB mediate high level expression of
chemokine genes CCL3 and CCL4 by human chondrocytes in response to IL-1pB. J
Biol Chem 285, 33092-33103.

183



ANEXOS

Figure legends

Figure 1. Histopathological analysis of skin tissue samples. The samples were collected from
indigenous patients with CL (C to H) and the control group (A and B). Panels A and B show
hyperkeratosis and focal hyperplasia of basal keratinocytes, absence of inflammatory infiltrate. C and
D show mild hyperkeratosis and exsudative reaction with mild mononuclear inflammatory infiltrate
composed predominantly of lymphocytes and plasma cells. E and F show exsudative reaction
characterized by focal necrosis and moderate mixed inflammatory infiltrate rich in lymphocytes,
plasma cells, and histiocytes. G and H show exsudative and necrotic granulomatous reaction
characterized by intense mixed inflammatory infiltrate rich in lymphocytes, plasma cells, and
histiocytes; note the presence of multinucleated giant cells (short arrow) and intracellular amastigotes

(long arrow). Left panel: hematoxylin and eosin 20x; right panel: hematoxylin and eosin 63x.

Figure 2. Heat map and hierarchical cluster representation of genes expressed in indigenous CL
patients. The relative expression was represented by 2-44¢t method and the data plotted were
converted to Z-scores. The patients were stratified by type (gray represents typical and blue represents
atypical), time (cyan represents recent and magenta represents late), and number of lesions (orange

represents one lesion and purple represents more than one lesion).

Figure 3. Gene expression profile in skin tissues according to time of lesion. Relative transcript
levels of modulatory (IL10 and TGFB1), anti-inflammatory (IL4), and pro-inflammatory (TNF, IFNG,
IL12B, CCL2, CCL3, CCL5, CXCL10) cytokines and chemokines in inflammatory infiltrate of recent

(light gray bar, n =9) and late (dark gray bar, n = 9) lesions of indigenous CL patients. The results are

AACt

presented in a column chart format and are expressed as the median 2" and interquartile range.

Statistical differences between recent and late lesion groups were considered significant when p <0.05.

Figure 4. Analysis of relative gene expression signature of cytokines and chemokines according

to time of lesion. Overall pattern of relative gene expression of 1L10, TGFB1, IL4, TNF, IFNG,
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IL12B, CCL2, CCL3, CCL5, and CXCL10 in inflammatory infiltrate of recent and late lesions of
indigenous CL patients. The pattern of modulatory/anti-inflammatory (gray bar) and inflammatory
(black bar) is presented as the ascendant percentages of indigenous patients with high mRNA
expression of evaluated genes. Comparative analysis of the overall cytokines and chemokines between
recent (lines with squares) or late (lines with triangles) lesions were further performed by overlapping
the ascendant cytokine and chemokine curves (bottom panel). Dotted lines highlight the 25th, 50th and
75th percentiles used as reference for comparative analysis. *Relevant differences were considered
when the frequency for a given cytokine or chemokine emerged outside the 50th percentile as

compared with the reference cytokine or chemokine pattern or signature.

Figure 5. Correlation network of genes expressed in Leishmania-infected patients. (A) Network
of gene response to L. braziliensis infection. (B) Subnetwork identified in patients with late lesions.
Correlation between two genes was calculated by Spearman’s test. p-values were calculated by
number of times that a network is found in 1000 random evaluations with the same number of vertices.
The gray vertices represent modulatory cytokines and black represent inflammatory cytokines and

chemokines. The edges represent positive correlations between two genes.
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Table 1. Characterization of the studied population and histopathology

STUDY POPULATION

HISTOPATHOLOGICAL ANALYSIS

IQ\?;\I/E;J;;S (y?gfs) Gender T'Tne];:tlﬁss)lon NLllgilz;rsof -I;leoizr?f *fel:fsN *'\:ecl)::o *F;I:Islgna tGranulomas | TNecrosis | TFibrosis | Parasite | {Classification
CToO01 15 Male | -—— | - | - 0 0 0 0 0 1 0 0
CT 02 36 Female |  -— | - | - NP NP NP NP NP NP NP NP
CT 03 39 Male | - | - | - 0 1 0 0 0 1 0
CT 04 61 Male | - | - | - 0 1 0 0 0 1 0
CT 05 72 Female |  -—— | - | - 0 1 0 0 0 0 0

“TcLol | 08 | Female | 03 | o1  |Atpical| 1 | 3 | ¢ 3 | o | 1| o | 1 [ w
CL 02 09 Male 06 01 Atypical 0 2 2 0 1 1 1 1
CL 03 10 Female 12 02 Atypical 0 1 2 0 0 0 1 |
CL 04 14 Male 49 01 Typical NP NP NP NP NP NP NP NP
CL 05 19 Male 02 02 Typical 1 2 3 0 1 0 1 I
CL 06 20 Male 24 02 Atypical 0 2 2 1 1 0 1 I
CL o7 20 Male 02 01 Atypical 1 2 2 0 0 0 1 |
CL 08 21 Male 02 01 Typical 0 2 1 0 0 0 1 |
CL 09 22 Female 01 01 Atypical 0 2 2 0 0 0 1 |
CL 10 29 Female 03 06 Atypical 0 1 0 0 0 0 0 |
CL11 29 Male 12 01 Typical 0 1 2 0 0 1 0 |
CL 12 31 Female 42 03 Atypical 0 2 1 0 0 0 1 |
CL 13 33 Female 04 04 Atypical 1 2 2 0 1 0 1 I
CL14 37 Male 03 01 Typical 1 3 3 1 1 0 1 11
CL15 39 Male 04 09 Typical 1 2 2 0 1 1 1 T
CL 16 41 Male 36 01 Typical NP NP NP NP NP NP NP NP
CL 17 46 Male 01 01 Typical 0 1 0 0 0 0 0 [
CL 18 73 Male 03 01 Atypical 1 1 2 0 0 0 1 |

*Negative or absent - 0; Light - 1; Moderate - 2; Accentuated - 3. TNegative or absent - 0; Positive or presence - 1. 1de Magalhées et al., (1986a): Not classifiable - 0; Cellular
exsudative reaction - I; Necrotic and exsudative reaction - I1; Exsudative and necrotic granulomatous reaction - 111.

Abbreviations: CT - Individuals used as control; CL - Indigenous patients with cutaneous leishmaniasis. PMN - Polymorphonuclear; MONO - Mononuclear. NP - Not performed.
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Table 2. Sequences of primers used for quantification of mMRNA expression by RT-gPCR

GENBANK

PRODUCT

PRIMER

cDNA

MELTING

REACTION

GENE PRIMER SEQUENCE (5’- 3) ACCESSION | LENGTH | CONCENTRATION | VOLUME | TEMPERATURE | EFFICIENCY R* | REFERENCE
o | DA | v | s | i | won | o | e [om | e
o | CISAISCCC e ECTOA | ions | e | WS | e | wo | m | o | DS
TGFBL ;\\’/Vf Ezggé‘émg%g%iiiﬂ'“ NM_000660.4 |  136bp ';V\\// ;85:\\: 1.0uL 60.0°C 96.8% 0.999 (O;ﬁrgg:)gsr; et
| PISOAMGENTNT | as | e | SN | aow | moe | wen | | Oages
v | e | s | e | oM | e | mwe | me o | O
i | U TEACTTGCRTEOTTTE | WS |y | DIOM | o | moc | | oo | Ciem
cor | QRIS | mos | v | IO | e | wo | me o |l
ccLs EVVV$§§?$§?§;T§$J$§§§£;$: D90144.1 140bp ';V\\/' igﬁm 1.0uL 60.0°C 98.1% 0.990 (thgﬂg; ik
ccLs ;\’Y?ﬁgggggfggﬂgﬁgggﬁé DQ017060.1 197bp ';V\y g:iﬁm 1.0uL 60.0 °C 99.1% 0.984 Designed
CXCL10 ;\\’/VGA%CC@?Z%TT%TT%%ATCCGCLGTTCTCGT NM_001565.3 |  193bp ';V\\/’ igﬁ:\\nﬂ 1.0uL 60.0°C 93.0% 0.999 (Toz'goeg)a"'

GenBank accession number of the sequence used to selection/design primers and their product length are shown, as well as each primer concentration, cONA volume, melting

temperature, PCR efficiency, R? and reference.

Abbreviations: FW - Forward primer; RV - Reverse primer.
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Figure 3

MRNA Relative expression (2-24¢1)
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ANEXOS

Overall Pattern of Modulatory/anti-inflammatory/inflammatory cytokines and chemokines
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