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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Jéssica Ribeiro de Lima

A leishmaniose tegumentar Americana (LTA) € uma doenca endémica no Brasil,
sendo a regido norte a responsavel pelo maior niumero de casos no pais. Nesse
contexto, destaca-se a grande quantidade de casos registrados em Manaus (AM)
principalmente com a descricdo de eventos de falha terapéutica ao antimonial
pentavalente. Devido a isso, o referido estudo avaliou prospectivamente pacientes
de LTA atendidos em centro de referéncia de Manaus (AM) ao longo de um ano, e
tracou estratégias que avaliassem imunologicamente os doentes no curso do
tratamento afim de melhor compreender a terapéutica e imunopatogénese da
doenca. Observamos que a quantidade de anticorpos anti-Leishmania produzidos é
proporcional ao tempo de evolu¢cdo da doenca, assim como o tratamento ndo é
capaz de modular o eixo humoral para os pacientes avaliados. Quanto as
populacbes de células T avaliadas, as analises mostraram que 0s pacientes
apresentam grande variabilidade na frequéncia dessas células, ndo permitindo inferir
mais claramente o papel destas. No entanto, a discrepante diferenca entre os
percentuais de células T de memdria efetora ativadas antes do inicio do tratamento
entre 0s pacientes que obtiveram cura terapéutica e aquele que teve falha
terapéutica, sugere um mecanismo de irresponsividade imunolégica associada a
falha, tal fato é corroborado pela grande quantidade de células T regulatérias
produtora de citocinas supressoras visto no paciente que teve falha terapéutica. Em
geral as células mononucleares de sangue periférico dos pacientes que obtiveram
cura foram capazes de produzir citocinas efetoras no clearance parasitario, quando
em contato com antigenos de Leishmania spp. em grande quantidade na doenca
ativa seguida de declinio e ligeiro aumento ao término do tratamento, mostrando a
importancia do tratamento para o controle e ativacdo da resposta imune. Esse perfil
de producdo de IFN-y esta restrito aos pacientes que curaram apos o tratamento.
Dessa forma, o estudo sugere que uma avaliacdo imunofenotipica possa servir
como controle do progndstico de LTA para estes pacientes.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITARY BIOLOGY

Jéssica Ribeiro de Lima

Leishmaniasis is an endemic disease in Brazil, which north region has the greatest
number os cases reported. In this scenario the city of Manaus play an important role
in leishmaniasis transmission and proper therapeutics, since this city has the higher
number of drug failure. Hence, this study was designed to prospectively assess and
monitor cutaneous leishmaniasis patients in a referee center in Manaus (AM) during
the period of one year, as they were under treatment to gain a better comprehension
of how immunologic features affects the therapy. It was described that, after a certain
phase of the disease, a difference between the levels of specific antibodies is no long
noticeable, and also the treatment is not capable of modulate the humoral axis. It
was shown that different people have an unique profile of circulating memory T cells
phenotype and this profile is also observed after antigen stimulation of these cells.
However it’s clear that patients who could solve the infection after therapy had higher
proportions of T cells activated during the disease’s course, which is not true for
failure therapy patient, which only had activated T cells after the therapy. It's possible
that these patient’s cells were less responsible to Leishmania antigens.The
circulating regulatory T cells producing IL-10 is higher in failure therapy patient
confirming the theory above. When patients’ mononuclear cells of pheriferical blood
(PBMC) were assigned for IFN-y release assay, it revealed that cured and
therapeutic failed patients differ in this cytokine production. The cure patients had
higher levels of IFN-y during active disease, and the treatment can reduce this
cytokine levels. On the other hand, the failure patient only had an increase of IFN-y
levels after treatment. Therefore, patients without therapeutic failure have a better
capacity of clearance of this parasitic disease.

Xi



INDICE

RESUMO X
ABSTRACT Xl
1  INTRODUCAO 21
1.1 AS IEISNMANIOSES ..o 21
1.2 Agentes etioldégicos da leishmaniose tegumentar Americana —
Espécies mais prevalentes naregido Norte do Brasil .......ccccceevveeee. 23
1.3 A importancia da L. (Viannia) guyanensis como agente
etiol6gico daLTA Naregi@o NOTIE ... 25
1.4 Epidemiologia da leishmaniose tegumentar Americana..................... 26
1.4.1 A leishmaniose tegumentar Americana no Brasil ........................ 27
1.4.2 Aregido Norte do Brasil no contexto nacional da
leishmaniose tegumentar Americana............ccccceeeeiiiiiiieeeeeeee, 28
1.5 Diagnoéstico e tratamento da leishmaniose tegumentar
AMEIICANA 1o 29
1.5.1 Diagnostico laboratorial: no contexto da regido Norte do
BrasSil....coooiii 30
1.5.2  Trat@QmENT0 ....ccouuiiiiiiii e e 32
1.6 Imunologia da leishmaniose tegumentar Americana: o balanco
imunoldgico na doenca ativa e ao longo do tratamento..................... 34
1.6.1 A importancia dos linfocitos T e suas subpopulacdes
celulares no curso da leishmaniose tegumentar...............ccc.ee.... 34
1.6.2 Células T regulatorias circulantes e a modulacao da
resposta iMUNOIOQICA ..........uuuiiiiieeiieeeece e e e 37
1.6.3 O papel de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias.......... 39
1.6.4 Niveis de imunoglobulinas e suas subclasses na
leishmaniose tegumentar AMEriCana.............ccevvvvvvvviiiiieeeeeeeennnns 40
2 OBJETIVOS 42
2.1 ODJELIVO GEIal ..o 42
2.2 ODbjetivos ESPECIfICOS ..ouuuiuiiiiiiiiiiieeeee e 42
3  MATERIAL E METODOS 43
3.1 ASPECLOS BLICOS . ciiiiieiiiie e e e e e e 43



3.2
3.3
3.4

3.5
3.6

(@2 1Y 1 1] 1 o= VPP 43
Obtencao de isolados de Leishmania SPP. ..cccevveeeeeeeeemeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee 44
Obtencdo das células mononucleares de sangue periférico
(CMSP) ...ttt ettt e ettt es ettt n st e sttt n s 45
Preparo do antigeno total de Leishmania (Viannia) guyanensis........ 47
Cultivo e estimulagdo in vitro das células mononucleares de
sangue Periferico (CMSP) ......oooiiiiiiiiieie e 48
3.7.1 Marcagéo intracelular por citometria de fluxo ............ccccceecnnnnnns 51
3.7.2 Estratégia geral de andlise citofluorimétricas de células T

por citometria de fluXO.........oooooiiii 52
3.8 Anélise do perfil de citocinas plasméticas e em sobrenadantes
[0 L= oL U] 1§ 1Yo P 56
3.9 Quantificacdo dos niveis de imunoglobulina G anti-Leishmania
Spp. por ensaio enzimatiCo (ELISA) ... 57
3.10 ANAIISE ESTALISTICA 1ovvvvviiiiii e eee e e e e e e e e e e e eeannees 58
RESULTADOS 59
4.1 Caracteristicas clinicas, demograficas e epidemioldgicas dos
pacientes iNClUidOS N0 €STUAO .....uuviiiiiiiiiieece e 59
4.2 Quantificacdo de imunoglobulinas anti-Leishmania spp.......ccccccun.... 65

4.3

4.4

4.2.1 Avaliacdo dos niveis de imunoglobulina G, isotipo IgG-1 e

IgG-3 anti-Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania

(Viannia) QUYANENSIS .....cuvvveiiiiieeeeeeeeiiiiie s e e e e e e e eeeataans s e e e eaaeeeannnns 65
4.2.2 Avaliacdo dos niveis de imunoglobulina G, isotipo IgG1 e

IgG3 anti-Leishmania (Viannia) guyanensis ...........ccccccvceeeeeeeennne. 66
Avaliacdo dos niveis de citocinas pro- e anti-inflamatérias em
plasma e sobrenadantes de cultura de células mononucleares
de sangue periférico pds-estimulo antigénico ........ccccceeveeeeriiiiiiiinnnnn.. 68
Caracteristicas fenotipicas e funcionais de linfécitos T de
pacientes de leishmaniose cutanea na doenca ativa, durante e
apos o tratamento anti-Leishmania. ..........cccooooeeiiiiiiiiiie e, 72
4.4.1 Frequéncia de células T CD3'CD4" e T CD3'CD4’, em

pacientes com leishmaniose cuténea, na doenca ativa e

ao longo do tratamento anti-Leishmania................cccceeeeviiiiineennn. 73

Xiii



4.4.2 Frequéncia de células T (CD3") ativadas, e dos fendtipos

T CD4"e T CD4 em fungéo dos marcadores de ativagio

CD69 e HLA-DR nos pacientes com leishmaniose cutanea

com doenca ativa e ao longo do tratamento. ............cccoeevevvvnnnnnnn. 75
4.4.3 Frequéncia de células T CD3'CD4" e T CD3"CD4

circulantes e apds estimulo in vitro; na doenca ativa e ao

longo do tratamento em paciente com leishmaniose

cutanea que apresentou falha terapéutica..........ccooeeeevvveeeiinnnnnnn.. 81
4.4.4 Frequéncia de células T (CD3") ativadas, e dos fenétipos

T CD4"e T CD4 em funcéo dos marcadores de ativagio

CD69 e HLA-DR no paciente com leishmaniose cutanea

gue apresentou falha terapéutica; na doenca ativa e ao

loNgO dO tratamento. .......oooeeeieiieiee e 83
4.45 Frequéncia de linfécitos T de memoria efetora em

pacientes com leishmaniose cutdnea com doencga ativa e

ao longo do tratamento anti-Leishmania.............cc..ccoevvvvviinnnnnnnn. 87
45 Frequéncia de células T (CD3%), T CD4" e T CD4 em perfil de
senescéncia celular (CD57'CD27), nos pacientes com
leishmaniose cuténea, durante doenca ativa e ao longo do
tratamento anti-Leishmania..........cccooo 94
45.1 Frequéncia de células T (CD3"), TCD4" e T CD4 em
perfil de senescéncia celular (CD57°CD27), no paciente
com leishmaniose cutanea, que apresentou falha
terapéutica; antes, durante a apds o tratamento. ........................ 96
4.6 Percentual de células T regulatérias em pacientes com
acompanhamento terapéutico completo.........ccevvvveiiiiieiieeee e, 98
DISCUSSAO 100
5.1 Casuistica e resultados obtidos através das amostras
DIOIOGICAS .. 100
5.2 Resposta imune humoral mediada por IgGl e IgG3 anti-
(=T ES] ] 0 = o - PP 101
5.3 Resposta imune efetora avaliada pelo IFN-y plasmatico e pela
liberacdo de IFN-y apos estimulagao in Vitro........ccccccevvvvveviviieinnnnnnn. 102
5.4 Perfis imunofenotipicos de células T. ......cccccceeiiiiiiiiiiiiiiie e, 105

Xiv



5.5
5.6

Grau de ativacao celular @ SENeSCENCIA. .....uvvuiiiiieeiiiiiiiiiiieee e 106
Participacdo de outros tipos celulares e funcdo efetora no

acompanhamento terapéutico de pacientes com leishmaniose

tegumentar Americana (ANEX0) ....ccovevereeeiieeeee e 109
CONCLUSOES 111
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 113
APENDICES E/OU ANEXOS 120
8.1 Parecer substanciado do Comité de Etica em pesquisa................... 120
8.2 Frequéncia de células NK e NKT produtoras de IFN-y, TGF-B1 ou

8.3

8.4

8.5

8.6

perforina em pacientes com leishmaniose cutanea com doenca
ativa e ao longo do tratamento — resultados preliminares ............... 121
Frequéncia de células T CD3'CD4" e CD3'CD4 produtoras de
IFN-y, TGF-B1 ou perforina em paciente com leishmaniose
cutanea com doenca ativa e ao longo do tratamento -
resultados Preliminares. ... 122
Frequéncia de linfécitos T naive; de memaria (central e efetora)
e TEMRA em pacientes com leishmaniose cutanea com doenca
ativa e ao longo do tratamento anti-Leishmania. ..........ccc.coeeeevvennnnns 124
Frequéncia de células T ativadas (CD38+HLA-DR-, CD38+HLA-
DR+ e CD38- HLA-DR+) nos perfis celulares de memodria
(memoaria central, memoria efetora, Thaive e TEMRA+) de
pacientes com leishmaniose cutanea durante doenca ativa e ao
[0NQO dO trat@mentO. ......vuueiiii e 132
8.5.1 Frequéncia de linfécitos T naive; de memoaria (central e

efetora) e TEMRA em paciente com leishmaniose

cutanea e que apresentou falha terapéutica; na doenca

ativa e ao longo do tratamento anti-Leishmania. ....................... 140
Frequéncia de células T ativadas (CD38+HLA-DR-, CD38+HLA-
DR+ e CD38- HLA-DR+) nos perfis celulares de memdria
(memdaria central, memdéria efetora, T naive e TEMRA) de
paciente com leishmaniose cutanea que apresentou falha

terapéutica; durante doenca ativa e ao longo do tratamento........... 143

XV



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Mapa mundial mostrando a incidéncia de LTA em 2013. Fonte: OMS.

.................................................................................................................................. 27
Figura 2- Distribuicdo de casos de LTA no Brasil por regidgo em 2015. Fonte:
SIN AN S et e et e e et et e et et e et et aaeat e aeae 29
Figura 3- Estratégia de analise da viabilidade celular utilizando o Kit
2= LT Vo [ G SRRSO 53
Figura 4 - Estratégia geral de andlise dos fendtipos celulares, de memboria,
ALIVAGED € SENESCENCIA. . iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt e e e e eeeeees 54
Figura 5 - Estratégia de analise da frequénciade Tregs......ccccccceeeeeeeiiiiiinneennenn. 56

Figura 6: Analise da associacao entre da quantificacdo de imunoglobulinas em
placas de ELISA sensibilizadas com antigenos de Leishmania (Viannia)
guyanensis (Lguy) e anti- L. braziliensis (LDBra).......ccccccevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 65
Figura 7: Quantificacdo de imunoglobulinas (IgG1 e IgG3) a anti- Leishmania
(Viannia) guyanensis de pacientes de leishmaniose cutanea avaliados antes,
durante e depois do tratamento anti-Leishmania..........ccccccceeeiiiiiiiiviiiiiciiie e, 67
Figura 8 - Producéo de IFN-y por células mononucleares de sangue periférico
(CMSP) de pacientes com leishmaniose cutanea antes do tratamento ............. 69
Figura 9 - Producéo de IFN-y por células mononucleares de sangue periférico
(CMSP) de pacientes com leishmaniose cutanea antes (AT), durante (MT) e
ap0s 0 fim do tratamento (FT).....ooouuiiiiiiii e 71
Figura 10: Frequéncia de células T CD3'CD4" e T CD3*CD4 circulantes e apés
cultivo in vitro em pacientes com leishmaniose cutanea antes, durante e apés
(oI 1 =1 =10 0 [T 0 | (o TP PUPPPTRRPPPPPIIN 74
Figura 11: Frequéncia de HLA-DR em células T (CD3"), T CD4" e T CD4 dos
pacientes com leishmaniose cutanea apds estimulacdo in vitro; em doenca
ativa e ao 1ongo do tratamento. ........uuiiiiiiiiiiee e 77
Figura 12: Frequéncia de CD69 em células T (CD3"), T CD4" e T CD4 dos
pacientes com leishmaniose cutanea apds estimulacdo in vitro; em doenca
ativa e ao 1ongo do tratamento. .........eciiiii i i 79
Figura 13 - Frequéncia de células T CD3"CD4" e T CD3'CD4 circulantes e apés
cultivo in vitro; antes, durante e ap06s tratamento de paciente com

leishmaniose cutanea que apresentou falha ao antimonial pentavalente. ........ 82

XVi


file:///C:/Users/jessica%20Lima/Documents/LIPMED/Dissertação%20Jéssica%20Ribeiro%20de%20Lima.docx%23_Toc478451700
file:///C:/Users/jessica%20Lima/Documents/LIPMED/Dissertação%20Jéssica%20Ribeiro%20de%20Lima.docx%23_Toc478451700
file:///C:/Users/jessica%20Lima/Documents/LIPMED/Dissertação%20Jéssica%20Ribeiro%20de%20Lima.docx%23_Toc478451700

Figura 14: Frequéncia da expresséo do receptor HLA-DR circulante (ex vivo) e
in vitro apds estimulo antigénico em células T e seus fendtipos T CD4" e T
CD4 no paciente que apresentou falha terapéutica; na doenga ativa e ao longo
(o Lo T A = 1= V0 1= o1 o SR 84
Figura 15 Frequéncia da expresséo do receptor CD69 circulantes (ex vivo) e in
vitro apds estimulo antigénico em células T e seus fenétipos T CD4" e T CD4"
no paciente que apresentou falha terapéutica; na doenca ativa e ao longo do
4= 1= 10 11T 0 1 {0 T PP UPPTRPPTRPIN 86
Figura 16: Frequéncia de linfocitos T CD3'CD4" e T CD3'CD4 de memdria
efetora nos individuos sadios de area endémica apds cultivo com antigenos
Parasitarios €SP ECITICOS . uuuuiiiiiiiii e 88
Figura 17: Frequéncia in vitro de linfécitos T CD3"CD4" de memoria efetora em
pacientes com leishmaniose cutanea antes, durante e apds o tratamento anti-
TS o = o 1 - PSR 90
Figura 18: Frequéncia in vitro de linfocitos T CD3"CD4 de meméria efetora em
pacientes com leishmaniose cutanea antes, durante e ap0s o tratamento anti-
L IS MBI ... 92
Figura 19: Frequéncia de células senescentes em linfécitos T CD3+, T CD3+
CD4+ e T CD3+ CD4- circulantes (ex vivo), e frente a estimulos antigénicos em
pacientes com leishmaniose cutanea; antes, durante e apos o tratamento...... 95
Figura 20: Frequéncia de células senescentes em linfécitos T CD3+, T CD3+
CD4+ e T CD3+ CD4- circulantes (ex vivo), e frente a estimulos antigénicos em
paciente de leishmaniose cutanea que apresentou falha terapeutica; antes,
durante € ap0S 0 trat@mMENTO. ......cceuviiiiii i e e e e e eaaes 97
Figura 21 - Frequéncia de linfécitos T CD4" reguladores (Treg) produtores de
IL-10 circulantes no sangue de pacientes com leishmaniose cutanea antes,
durante € ap0s 0 tratamMeENtO. ......ocovviiiiiii i e 99
Figura 22 - Frequéncia de células NK (CD3” CD4 CD56%) e NKT (CD3" CD4
CD56%) produtoras de IFN-y, TGF-B1 e perforina circulantes no sangue de um
paciente com leishmaniose cutanea antes, durante e apds o tratamento........ 122
Figura 23 — Frequéncia do fendtipo de células T CD3" CD4" e T CD3" CD4"
produtoras de IFN-y, TGF-B1 e perforina circulantes em sangue de um paciente

(014/16) com leishmaniose cutanea antes, durante e apés o tratamento. ....... 123

Xvii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Caracteristicas clinicas e demogréficas dos pacientes de
leishmaniose cutanea incluidos No estudo. .........cceeeeeeeiii 61
Tabela 2: Grau de recuperacdo e viabilidade de células mononucleares de
sangue periférico obtidas de sangue coletado em tubo CPT®. ......cccccevvvveeeeeee. 63
Tabela 3: Frequéncia dos linfécitos T de memoéria circulantes e apds estimulo
antigénico em individuos sadios de area endémica. .........cccvevvvvvvviveviieeeeeeeennnnn. 125
Tabela 4: Frequéncia das células T de memdéria circulantes ex vivo, e ap06s
estimulo antigénico (in vitro), antes do inicio do tratamento para os pacientes
COM |eiShMaNioSe CULANEA. ......coeeeeiiiii e 126
Tabela 5: Frequéncia das células T de memoaria circulantes ex vivo, e apos
estimulo antigénico (in vitro), durante o tratamento anti- Leishmania para os
pacientes com leishmaniosSe CUtANEa. ........ooooviviiiiiii 128
Tabela 6: Frequéncia das células T de memoaria circulantes ex vivo, e apos
estimulo antigénico (in vitro), no fim do tratamento anti- Leishmania para os
pacientes com leishmaniosSe CUtANEA. .........ccovvvvviiiiiiiiii e 130
Tabela 7: Percentual dos perfis funcionais de células T ex vivo e in vitro, e
seus perfis de ativacéao celular antes do inicio do tratamento para os pacientes
com acompanhamento COMPIETO.......iiii i e 132
Tabela 8: Percentual dos perfis de memoria de células T ex vivo e in vitro, e
seus perfis de ativagado celular no meio do tratamento para os pacientes com
acompanhamento COMPIELO. ..o e 136
Tabela 9: Percentual dos perfis de memoria de células T ex vivo e in vitro, e
seus perfis de ativacdo celular no final do tratamento para os pacientes com
acompanhamento COMPIELO.......oooiiiiiii e 138
Tabela 10: Frequéncia das células T de memdria circulantes ex vivo, e apos
estimulo antigénico (in vitro); antes, durante e apdés o tratamento para
paciente com leishmaniose cutanea que apresentou falha terapéutica. ......... 141
Tabela 11: Avaliacdo do aumento de frequéncia nas células T de memoéria apos
estimulo antigénico; em paciente de leishmaniose cutanea que apresentou
falha terapéutica; em doenca ativa e ao longo do tratamento. ......................... 142
Tabela 12: Frequencia de células T circulantes ( ex vivo) e ap6s estimulo

antigénico in vitro; na doenca ativa e ao longo do tratamento, de acordo com o

Xvili



perfil de ativacdo celular definido por HLA-DR e CD38; para o paciente de
leishmaniose cutanea que apresentou falha terapéutica. ........ccoooeeevvveeeiiinnnnnnn. 144
Tabela 13: Frequéncia de aumento de determinado perfil de ativacdo de célula
T apdls estimulo in vitro; antes, durante e apés tratamento de paciente com

leishmaniose cutanea que apresentou falha terapéutica. ..........cccoeeeeeeeinnnnnnn. 145

XiX



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

CMSP
IL-10
IL-6
IFN-y
Rpm
lgs
PBS
CD62L
CLA

Células mononucleares de sangue periférico
Interleucina-10
Interleucina-6
Interferon gama
Rotacao por minuto
Imunoglobulinas
Phosphate buffered saline
ligante de CD62

Antigeno leucocitario humano

XX



1 INTRODUCAO

1.1 As leishmanioses

As leishmanioses sédo causadas por protozoéarios do género Leishmania spp.,
familia Tripanossomatidae, ordem Kinetoplastida. O protozoario Leishmania spp. foi
descrito pela primeira vez por Ronald Ross em 1903 que, juntamente aos achados
microscépicos de William Leishman, que fez a observacéo de estruturas ovais em
células de bacgo e sangue proveniente de um paciente da india, sugeriu a descri¢éo
de um novo agente parasitario que foi chamado na época de Leishmania donovani.

Desde o primeiro relato do género, muitas espécies tém sido descritas, sendo
0 género Leishmania spp. um dos maiores quanto a variedade de espécies que
apresenta. De forma geral, o protozoario Leishmania spp. € o agente etiologico das
leishmanioses, que englobam as formas visceral e tegumentar.

As leishmanioses séo antropozoonoses transmitidas pelo flebotomineo, seu
principal vetor. A transmissdo para o homem envolve complexos ciclos silvestres,
secundarios ou peridomesticos, ja que algumas espécies desse género sao mais
facilmente adaptadas ao ambiente modificado pelo homem ou sdo capazes de
infectar uma larga variedade de mamiferos, dentre esses animais domésticos que
agem como reservatorios da doenca.

O protozoario Leishmania spp. apresenta ciclo de desenvolvimento
heteroxeno, com a presenca de um hospedeiro invertebrado e outro vertebrado. Os
insetos dipteros, conhecidos como flebotomineo, sdo os vetores das leishmanioses
e suas principais caracteristicas sdo o tamanho pequeno (2-3 mm), a coloracdo no
tom palha e corpo recoberto por grande quantidade de pelos. No Brasil séo
encontradas diferentes espécies do género Lutzomya spp., Nyssomya spp. e
Migonemya spp. associadas a transmissao de diversas espécies de Leishmania spp.
As fémeas de flebotomineo alimentam-se de sangue e, durante o repasto
sanguineo, acabam ingerindo as formas amastigotas que sao infectantes para o
vetor. Dessa forma explica-se por que a manutencdo do ciclo do protozoario
Leismania spp. necessita ndo s6 de vetores, mas também fontes de infecdo para o
mesmo. ApOs a ingestdo dos amastigotas, estes irdo sofrer transformacdes
fenotipicas e morfolégicas ao longo do intestino do vetor transformando-se em

promastigotas. As formas promastigotas sdo mdéveis, com flagelo livre e apés o

21



processo de metaciclogénese migram para a cavidade bucal e glandulas salivares
do vetor jA como promastigotas metaciclicas. Em um proximo repasto sanguineo, a
fémea ira inocular tais formas no hospedeiro vertebrado, juntamente com sua saliva.
As promastigotas metaciclicas vdo para o interior de macréfagos e células de
Langerhans, e no interior destas células do sistema fagocitico-mononuclear se
diferenciardo em formas amastigotas, capazes de multiplicacdo por divisdo binaria
simples no interior do vacuolo parasitéforo, formado pela célula infectada para conter
e eliminar o parasito. Apos sucessivos ciclos de divisdo, as leishmanias rompem a
célula parasitada, sendo liberadas para o meio extracelular, onde serdo fagocitadas
por outras células do sistema imune, mantendo a infec¢cdo e desenvolvimento da
doenca, assim como podem ser ingeridas por outro flebotomineo, infectando-o e
perpetuando o ciclo (Pe¢canha-Brazil & Brazil, 2014).

A leishmaniose visceral ou calazar € causada por L. (L.) infantum e apresenta
tropismo pelas células do sistema fagocitico-mononuclear de figado, baco, medula
6ssea e linfonodos. E caracterizada como uma doenca sistémica de ocorréncia
mundial e € a forma mais grave das leishmanioses descrita, levando a quadros
cronicos de hepato-esplenomegalia e anemia, que por vezes culmina em obito,
principalmente em criancas e individuos imunossuprimidos.

A forma tegumentar da leishmaniose pode ser causada por diversas espécies
de Leishmania spp. e, assim, variadas manifestacbes clinicas podem ser
observadas no homem. As espécies dermotrépicas, multiplicam-se intensamente em
vacuolos parasitarios de macrofagos da derme e células de Langerhans, podendo
ainda causar lesdes em epitélio pavimentoso nao queratinizado (mucosas), o que é
conhecido como manifestacdes mucocutaneas da leishmaniose tegumentar.

A leishmaniose tegumentar Americana (LTA) ou do Novo Mundo tem como
agentes etiologicos espécies do subgénero Viannia e Leishmania e uma de suas
classificacdes proposta seguem por base caracteristicas clinicas da doenca. Dessa
forma, pode-se falar em leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose mucosa (LM).

A LC é a forma mais frequente, e € caracterizada pela formacdo de uma
papula eritematosa, geralmente no local da picada do vetor. Esta papula pode
evoluir para uma lesao ulcerada Unica, que € tipicamente indolor, arredondada, de
tamanho variavel e com bordas bem delimitadas, elevadas e eritematosas com
fundo granuloso de intenso infiltrado celular e necrose central. Também sé&o

descritas formas nao ulcerosas (verrucosas). As principais espécies no Brasil sdo:

22



L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis) e L. (L.) amazonensis (Da-Cruz &
Pirmez, 2005).

A LM é considerada uma forma secundaria a uma infeccdo priméria e a
principal espécie associada € a L. (V.)braziliensis. Mais recentemente, a
L. (V.) guyanensis vem sendo implicada como agente etiolégico desta forma clinica
na regidao amazonica (Guerra et al. 2011). A LM se apresenta com lesdes ulceradas,
eritematosas, podendo ser Ulcero-vegetantes, acometendo principalmente a mucosa
oronasofaringeal, com comprometimento do septo cartilaginoso e demais areas
associadas.

Outras formas clinicas da LTA incluem a leishmaniose mucocutédnea, com
lesbes mucosas concomitantes as cutadneas, a leishmaniose cutaneo-difusa e a

leishmaniose disseminada (Da-Cruz & Pirmez, 2005).

1.2 Agentes etioldégicos da leishmaniose tegumentar Americana — Espécies

mais prevalentes naregidao Norte do Brasil

Nas Américas, sao atualmente reconhecidas 11 espécies dermotropicas de
Leishmania spp. causadoras de doenca humana e oito espécies descritas somente
em animais. Os complexos fenotipicos de Leishmania spp. foram agrupados em dois
subgéneros: Leishmania e Viannia, de acordo com a localizacdo das formas
promastigotas ao longo do trato digestivo do inseto vetor, onde as espécies do
subgénero Leishmania aderem ao epitélio do intestino anterior do flebotomineo, e
aquelas do subgénero Viannia ficam aderidas no epitélio do intestino posterior do
vetor no curso de seu desenvolvimento no hospedeiro invertebrado (Rey, Luis
2008).

No Brasil ja foram identificadas sete espécies, sendo seis do subgénero
Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sao: L. (V.)
braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis e, mais recentemente, as
espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram
identificadas em estados das regides Norte e Nordeste (Ministério da Saude, 2013).

A regido Norte do Brasil concentra fatores importantes que explicam a alta
incidéncia de LTA nesta localidade (Guerra et al. 2015) como: a constante
pluvialidade, densidade de vetores competentes e existéncia de animais
reservatorios, e principalmente devido a proximidade do homem ao ecétopo florestal

de circulacdo natural do parasito. Logo, a regido Norte é estratégica em estudos de
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LTA principalmente aqueles que busquem correlacionar fatores do hospedeiro ao
curso clinico da doencga. As taxas de incidéncia elevadas de LTA associada com a
variedade de espécies encontradas na regido Amazonica séo fatores importantes de
serem conhecidos para guiar medidas de controle de endemias, assim como no
melhor emprego terapéutico para cada caso, que pode variar de acordo com a
espécie parasitaria em questao, como abordado na secao 1.5.2 — Tratamento.

Em 2006, Da-Silva e colaboradores estudaram 50 individuos de um municipio
do Acre, e utilizando a técnica de PCR-RFLP, demonstraram uma grande variedade
de espécies dentre os trinta isolados de Leishmania spp. analisados, dentre estes 16
L. (V.) braziliensis; 12 L. (V.) lainsoni; um L. (V.) guyanensis e um como possivel L.
(V.) naiffi ou L. (V.) lainsoni (Da-Silva et al. 2006). O estudo levanta hipoteses que
explicariam a quantidade inesperada de isolados L. (V.) lainsoni encontrada, como
por exemplo, a proximidade do municipio de estudo ao Peru e Bolivia, paises
endémicos para LTA causada por tal espécie. A diferenca no quantitativo das
espécies observadas entre os estudos disponiveis pode ser explicada desde o
tamanho da casuistica, até os métodos de caracterizacdo da espécie parasitaria
utilizados.

A descricdo de maior frequéncia de espécies de Leishmania spp. na regiao
Amazonica também tem sido relatada ultimamente. Um exemplo € a presenca, antes
tida como rara, de L. (Viannia) naiffi em 8 dentre os trinta isolados obtidos de
pacientes da regido de Manaus entre 2011 e 2013 (Fagundes-Silva et al. 2015). Tal
fato ratifica a importancia de manutencdo de estudos epidemiologicos na regiao
norte do Brasil.

Vale salientar que nesta area ha uma intensa co-circulagcdo de diversas
espécies parasitarias de forma que infeccfes mistas sdo por vezes observadas. A
importancia da identificacdo dessas infeccfes mistas esta diretamente associada a
técnica diagnostica aplicada, como exemplo podemos citar o estudo de Coelho et al.
2011, que utilizou trés técnicas distintas para identificacdo de 209 amostras de
pacientes atendidos em Manaus. As técnicas utilizadas foram a classica
identificacdo por meio de cultivo com posterior eletroforese por isoenzimas,
imunofluorescéncia indireta com anticorpos monoclonais e de biologia molecular
(PCR). Nesse estudo, houve a positividade para L. (V.) guyanensis em 73,2% das
amostras, e foi identificada infeccdo mista de L. (V.) guyanensis/ L. (V.) braziliensis

em 4.8% das amostras ja previamente positivas para L. (V.) guyanensis.
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E importante salientar que epidemiologicamente, a espécie de Leishmania
spp. mais presente como agente da LTA em Manaus é a L. (Viannia) guyanensis
(Espir et al. 2016, Romero et al. 2001), por isso o préximo tépico ird abordar

aspectos epidemioldgicos e clinicos da LTA causada por tal espécie.

1.3 A importancia da L. (Viannia) guyanensis como agente etiolégico da LTA

naregiao Norte

A LC causada por L. (Viannia) guyanensis é conhecida como pian bois na
Guiana Francesa, e “boschyaws” no Suriname (Rey 2002), e em geral apresenta
multiplas lesBes em regides variadas do corpo. Supde-se que tal manifestacdo seja
devido a varias picadas simultaneas do vetor, jA& que esta espécie esta mais
envolvida na transmissao associada ao ciclo silvestre, onde o homem acaba sendo o
hospedeiro acidental ao entrar em contato com ecoétopo natural de circulacdo do
parasito (rev. Coutinho-Azeredo & Mendonca, 2014). Essa estreita interacao entre o
homem e o ambiente florestal € muito frequente na regido Norte, devido ao fato
dessa regido atrair grande quantitativo de pessoas para trabalhar em atividades
agricolas ou que envolvam a extracdo de matéria prima da mata. De fato, Espir e
colaboradores avaliaram trinta e oito pacientes com LTA da regido Norte do Brasil
entre 2010 e 2011, encontrando positividade para L. (Viannia) guyanensis em 77,5%
dos isolados. Apenas dois destes pacientes ndo tinham ocupacdo laboriosa
diretamente associada a mata (Espir et al. 2016), ratificando o perfil epidemioldgico
supracitado.

Outros estudos também tém demonstrado a maior incidéncia de L. (V.)
guyanensis utilizando técnicas de biologia molecular como a deteccdo positiva do
parasito diretamente do fragmento de lesdo retirado pela bidpsia, como mostrou
Benicio et al. (2015) que trabalhou com 172 casos de LTA atendidos em FMT-HVD
entre 2008 e 2010. Nesse estudo a técnica de PCR-RFLP para o locus génico HSP-
70 permitiu a diferenciacdo entre L. (V.) guyanensis e L. (V.) braziliensis, com
positividade de 94% para a primeira espécie citada.

Estudos realizados com uma casuistica de quarenta e seis pacientes
atendidos em Manaus (AM) entre 1992 e 2006, reforcaram o que fora brevemente
descrito por Rey, (2002) que é a capacidade de L. (V.) guyanensis causar
manifestacdo mucosa. Neste trabalho, Guerra e colaboradores mostraram que 35%

dos pacientes apresentavam lesbes predominantemente na mucosa nhasal, mas
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também em orofaringe e laringe (Guerra et al. 2011). Uma das hipoteses que
explicam a ocorréncia de lesbes mucosas em LTA causadas por L. (V.) guyanensis,
levantada pelo estudo, seria o abandono do tratamento de LC ou a irregularidade do
mesmo. No entanto, questbes que envolvam o status imunoldgico do paciente
também foram discutidas como causadoras dessa associacdo ainda pouco relatada
(Coutinho-Azeredo & Mendonga, 2014).

1.4 Epidemiologia da leishmaniose tegumentar Americana

A leishmaniose € considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
uma doenca tropical negligenciada (DTN). As DTN sao propostas de acordo com
aspectos inerentes a emergéncia da doenca, medidas de controle e disponibilidade
de tratamento. De acordo com o programa de doencas tropicais negligenciadas da
OMS, entre 2009 e 2013 foram relatados mais de um milhdo de casos de
leishmaniose cutanea (LC) em todo o mundo.

Um estudo também da OMS, que avaliou quatro anos (2007-2010), estima de
0,7 a 1,2 milhdes de novos casos de LC por ano em todo o mundo. O Brasil
apresenta certo destaque nesse cenario, pois esta entre os dez paises com maiores
taxas de LC. Juntos, estes dez paises sao responsaveis por aproximadamente 70-
75% dos casos de LC descritos (Alvar et al. 2012).

Recentemente, foi disponibilizado pelo programa de doencas tropicais
negligenciadas da OMS um report epidemiologico semanal que engloba dados do
ano de 2013 e 2014. Nesse levantamento foi observado que em 2014 houve
153.027 casos de LC (novos e recidivas), apenas em paises endémicos para LC.

Os dados citados mostram a grande importancia epidemiolégica da
leishmaniose cutanea no cenario global, ratificando estudos sobre essa doenca.

A Figura 1, do centro de controle de doencas tropicais negligenciadas da
OMS mostra as taxas de incidéncia da LC mundial de acordo com os paises

endémicos ou ndo para tal doenca em 2013.
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Status of endemicity of cutaneous leishmaniasis, worldwide, 2013
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Figura 1: Mapa mundial mostrando a incidéncia de LTA em 2013. Fonte: OMS

1.4.1 A leishmaniose tegumentar Americana no Brasil

O Brasil é considerado um dos principais paises endémicos para LC (Alvar et
al. 2012) e foi recentemente apontado como o Unico pais que € altamente endémico
tanto para leishmaniose tegumentar quanto para a forma visceral. Esse dado refirma
0 pais como um dos mais importantes para fundamentar medidas de controle das
leishmanioses, principalmente aquelas voltadas para novas metodologias
diagndsticas, desenvolvimento de farmacos e vacinas, controle ecolégico de vetores
etc. O levantamento da OMS de LC entre 2013-2014 mostrou que, neste ultimo ano,
o Brasil apresentou taxa de incidéncia da LC de 1,46 para 10,000 habitantes de area
endémica, e 0 assustador indice de que 70% da populacdo brasileira estaria em
risco de infeccdo por parasitos do género Leishmania spp., levando ao quadro
cutaneo da doenca.

Tais informacfes, apesar de altamente preocupantes, ja haviam sido
observadas, por exemplo, em estudo de Lindoso e colaboradores que descreve a
LTA como uma das principais doencas negligenciadas do Brasil, ja que se apresenta
em todas as regides do pais e tem sua expansao territorial associada principalmente

a mudancas ambientais relacionadas a urbanizacdo descontrolada e migragéo
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populacional (Lindoso & Lindoso, 2009). Martins-Melo e colaboradores (2016)
mostraram através do levantamento de 324 certiddes de 6bito (uma de cada estado
por ano) entre 2000 e 2011, que as leishmanioses ocupam o terceiro lugar dentre as
doencas tropicais negligenciadas que mais matam no Brasil, com uma taxa de
mortalidade de 4,5%, atribuida, sobretudo a LV. Esse estudo também foi capaz de
mostrar informacdes epidemioldgicas importantes sobre a leishmaniose como, por
exemplo, que mais de 60% dos 6bitos por essa doenca eram de individuos do sexo
masculino com média de idade de 30,7 anos (Martins-Melo et al. 2016).

De acordo com o Sistema de Informacédo e Notificacdo em Agravos de Saude
(SINAN) do Ministério da Saude, em 2015 foram registrados 20.187 casos de LC em

territério nacional com apenas nove 6bitos confirmados no mesmo periodo.

1.4.2 A regido Norte do Brasil no contexto nacional da leishmaniose

tegumentar Americana

A regidao Norte do pais compreende grande parte da regido Amazonica em
territorio nacional. Esta localidade apresenta fatores ambientais favoraveis ao
desenvolvimento e manutencédo de um ciclo silvestre e peridomiciliar de transmissao
da LTA: periodicidade de chuvas, presenca do vetor, abundancia de animais
silvestres reservatérios, assim como aqueles sinantropicos/domesticados, a
presenca cada vez mais intensa do homem no ambiente de floresta, principalmente
devido as atividades laborais associadas a agricultura e extracdo de matéria prima,
além de tipicos assentamentos de trabalhadores sazonais e militares em patrulha de
fronteira (Guerra et al. 2015). De fato, Guerra e colaboradores demonstraram que a
regido de Manaus concentrava 54,2% dos casos de LTA de todo o Amazonas, mas
gue provavelmente esta alta prevaléncia de LTA em Manaus seja devido a migracao
dos individuos infectados para a capital em busca de diagnéstico e tratamento.
Figueira e colaboradores (2014) mostraram em estudo com 90 pacientes com LTA,
gue 95% deles eram originarios do municipio de Rio Preto da Eva, por onde passa a
rodovia AM-010 que liga Manaus ao municipio de Itacoatiara, ou seja, uma regido de
grande fluxo de trabalhadores e que apresenta alguns assentamentos de moradia
préxima a rodovia, esses casos em sua maioria buscam atendimento na Fundacéo
de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado em Manaus, que notifica os casos de
LTA. Esse mesmo estudo demonstrou a infec¢do de criangas por L. (V.) guyanensis

no Assentamento Ipora proximo a rodovia, ratificando a interacdo do homem com o
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ambiente de mata ja que foi relatado que as criancas auxiliavam o pai na caca e
agricultura (Figueira et al. 2014).

De acordo com o SINAN dos 20.187 casos de LTA no Brasil em 2015, 9.272
(45,9%) estavam presentes na regido Norte. A Figura 2 exemplifica graficamente a
distribuicdo da LTA em 2015 no Brasil por regides. No estado do Amazonas foram
detectados 1.713 casos, sendo 1.660 da forma cutanea localizada no mesmo

periodo supracitado.

[3 Regido Sudeste

/4 Regido Sul

2 Regido Nordate\
~ / 5 Regido Centro-Oeste

1 Regido Norte

Figura 2- Distribuicdo de casos de LTA no Brasil por regido em 2015. Fonte:
SINAN-MS

1.5 Diagndstico e tratamento da leishmaniose tegumentar Americana

Apesar da grande variedade de agentes etioldgicos ja descritos para a LTA, o
diagnostico em areas endémicas € primariamente clinico, sendo utilizadas outras
técnicas como suporte ao diagnostico clinico, ja que nem todas as regides contém
infraestrutura para dispor de demais metodologias. Dessa forma, o diagndstico
clinico da LTA através da observacao da lesdo € de extrema importancia, pois este
ira direcionar as demais avaliagc6es laboratoriais para a confirmacdo da doenca. Vale
salientar que a LTA necessita de diagnéstico diferencial de uma série de
enfermidades tais como: paracoccidioidomicose, carcinoma epidermdide, carcinoma
basocelular, linfomas, rinofima, rinosporidiose, entomoftoromicose, hanseniase,
sifilis terciaria, tuberculose cutanea, perfuragdo septal traumética ou por uso de
drogas, rinite alérgica, sinusite, sarcoidose e granulomatose de Wegner (Ministério
da Saude, 2013).
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1.5.1 Diagnéstico laboratorial: no contexto da regido Norte do Brasil

O Ministério da Saude recomenda que o “padrao-ouro” para o diagndstico das
leishmanioses é o encontro do parasita em material de lesdo de um caso suspeito.
As principais técnicas para visualizacao direta de Leishmania spp. sdo: escarificacao
da borda da lesédo, aspiracdo de fundo granuloso com agulha fina e imprinting,
seguidos de confeccdo de lamina e coloracdo por Giemsa ou panotico, que
propiciam a visualizagao das estruturas ovais de coloragéo azulada com cinetoplasto
(De-Vries et al. 2015). De fato, o exame parasitologico é o mais empregado
principalmente em areas endémicas e particularmente na regido Amazodnica
apresenta positividade elevada. Figueira e colaboradores observaram em 90
pacientes com LTA, dentre estes 81 (90%) tiveram exame direto positivo (Figueira et
al. 2014).

O isolamento e cultivo in vitro, ou cultura para Leishmania spp. € um método
dificil de ser realizado em areas endémicas, onde geralmente ndo ha suporte
laboratorial para seu desenvolvimento. O cultivo em meio NNN — Neal, Novy e
Nicolle (agar sangue modificado) entre 24°C e 26°C, permitem a visualizacéo deste
parasito em meios liquidos apropriados, e que permite também produzir uma massa
parasitaria necessaria para a identificacdo da espécie pelo padrdo de zimodemas
apresentado. Os varios recursos necessarios para o cultivo desse parasito,
juntamente com a alta taxa de contaminacdo do cultivo com crescimento bacteriano
e fungico, fazem com que a sensibilidade desse exame seja reduzida em alguns
estudos abordados (Ministério da Saude, 2013).

Alguns exames diagnosticos que avaliam o potencial imunologico de resposta
do hospedeiro ao parasito tém sido aplicados em estudos epidemiolégicos em
regides afastadas e areas endémicas, e apesar de certas limitacbes, sao
responsaveis por grande parte do que existe de descrito principalmente quando se
busca caracterizar as leishmanioses dentro de seu espectro clinico de manifestacao
(Souza et al. 2013). E o caso da intradermoreacdo de Montenegro que avalia a
resposta de hipersensibilidade tardia, uma resposta imune celular, do paciente frente
ao antigeno leishmanina. O exame geralmente € negativo em infec¢cdes recentes,
mas sua grande importancia em area endémica € a deteccdo de infeccdes
subclinicas, com a positivacdo do teste, mas sem a presenca da lesdo (Paiva-
Cavalcanti et al. 2015). Foi visto por Espir e colaboradores que, dos 38 pacientes
com LTA recrutados para estudo em Rio Preto da Eva, a reagdo de Montenegro

mostrou-se positiva em 60% dos casos; no entanto, onze pacientes nao retornaram
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apos 48 horas para a realizacdo da leitura do teste, o que age como um interferente
diminuindo a sensibilidade do exame (Espir et al. 2016).

Exames que avaliam a resposta humoral do hospedeiro também séo
importantes ferramentas diagnésticas da LTA. E o caso da imunofluorescéncia
indireta e 0 ensaio colorimétrico associado a enzima (ELISA), onde a deteccdo de
imunoglobulinas anti-Leishmania spp. é avaliada, assim como os titulos destas. Uma
das limitacbes para a utilizacdo da sorologia no diagndstico da LTA € que a
infecccao por L. braziliensis induz uma baixa producéo de anticorpos, principalmente
nas fases mais tardias (acima de 3 meses). As estratégias de utilizacdo de
antigenos de Leishmania spp. que possam ser melhor reconhecidos e a deteccéo de
subclasses tém aumentado a performance da sorologia (Gomes-Silva et al. 2008),
inclusive com o potencial de ser utilizada para avaliar o prognostico da doenca
(Fagundes-Silva et al. 2013). Entretanto, a resposta humoral na infeccdo por L.
guyanensis é ainda mais baixa que na por L. braziliensis (Romero et al. 2001, Matta
et al. 2009)

Os ensaios imunologicos citados sdo amplamente utilizados e sdo alvo da
industria no desenvolvimento de novos antigenos e confeccao de plataformas cada
vez mais sensiveis, especificas e aplicaveis ao campo. No entanto, esta ultima tem
sido a principal limitacdo do exame em areas endémicas, assim como as reacdes
cruzadas de anticorpos anti-Leishmania spp. com anticorpos de outros
tripanossomatideos e até fungos (Paiva-Cavalcanti et al. 2015). E importante citar
estudos como o de Costa e colaboradores (2016), que avaliaram amostras de soro
de 130 individuos divididos nos grupos: residentes de area endémica; nao
residentes de area endémica; pacientes de Doenca de Chagas; pacientes com
leishmaniose tegumentar localizada e mucosa, além daqueles com leishmaniose
visceral. Eles foram capazes de avaliar por estudos moleculares, peptideos do
parasito que apresentavam grande especificidade antigénica no nivel de complexo
de espécies, propondo seis novos peptideos a serem usados em plataformas de
diagndstico por ELISA (Costa et al. 2016).

Vérias ferramentas de diagndstico molecular tém sido propostas e validadas
para LTA. No entanto, a dificuldade de implementacdo dessa tecnologia nas areas
endémicas fazem com que esse tipo de diagnostico fique restrito as pesquisas
académicas, ndo sendo implementada de fato como metodologia de diagndstico

disponivel (Espir et al. 2016).
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1.5.2 Tratamento

O tratamento da LTA é padronizado para todas as formas clinicas. A principal
droga de escolha sdo os antimoniais pentavalentes (Sb°*): estibogluconato de sédio
e 0 antimoniato de N-metilglucamina, sendo este Ultimo o Unico comercializado no
Brasil. Este é produzido e distribuido pela rede de salde publica do Ministério da
Saude desde 2007, sob o nome comercial de Glucantime® (Sanofi-Aventis). O
tempo de duragdo do tratamento € de no minimo vinte dias (Ministério da Saude,
2013).

O tratamento da LTA tem como objetivo a cicatrizagcdo das lesdes cutaneas
assim como a prevencado de acometimento de mucosas. No entanto como a LTA
apresenta um espectro clinico amplo, por vezes é necessario adequar o esquema
terapéutico a realidade do paciente, levando-se em consideracdo além da forma
clinica, aspectos epidemiolégicos como idade, presenca de doencas de base e
guestdes de ordem socioeconbmica. Como a formulacdo da droga € de
administracdo parenteral, faz-se necessario itens para administracdo da mesma e
acompanhamento profissional ao longo de todo o tratamento (Schulbach &
Conceicéo-Silva, 2014). Define-se que 0 paciente apresenta falha terapéutica
guando o mesmo é submetido a dois esquemas terapéuticos regulares sem
apresentar remisséo clinica (Ministério da Saude, 2013).

A terapia com antimonial pentavalente para tratamento da leishmaniose no
Brasil é padronizada em 15-20 mg Sb>*/kg/dia (Ministério da Saude, 2013).

O mecanismo de acdo do antimonial pentavalente (Sb>") continua sendo foco
de diversos estudos, no entanto, sdo propostas duas principais vias de acao dessa
droga. E sabido que o Sb°* é administrado como pré-farmaco, ou seja, precisa sofrer
processos metabolicos in vivo que permitam a sua reducdo a Sb**, que é a forma
leishmanicida do farmaco. Alguns complexos proteicos da célula parasitada pela
Leishmania spp. apresentam componentes capazes de promover essa reducdo. E o
caso dos grupamentos tiol presentes na membrana de lisossomos, e de fato ja fora
verificado que a reducao da droga ocorre de forma mais favoravel num ambiente de
pH reduzido e de maior temperatura; isso poderia explicar porque a droga tem acgao
apenas sobre as formas amastigotas (intracelulares); o proprio parasito apresenta
grupamentos proteicos em sua membrana que também permitem a reducéo de Sb>*
(Frézard et al. 2009). A forma Sb*" por sua vez ira interagir com enzimas: aquelas

envolvidas na reducdo do estado oxidativo da célula, aumentando o potencial de
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“estresse” celular acarretando em morte da célula por apoptose; ou a outras
responsaveis pela via glicolitica do parasito tendo acao direta sobre o mesmo.

O antimonial pentavalente pode apresentar efeitos nefrotdoxicos e
hepatdxicos, além de ser considerado um possivel agente teratogénico, logo, ndo é
administrado as mulheres gravidas. Esses e outros efeitos adversos mais raramente
descritos fazem com que o tratamento para LTA tenha uma terapéutica alternativa
bem extensa quando comparada a outras doencas. Nesse aspecto, as principais
drogas de segunda escolha s&o: isotionato de pentamidina e anfotericina B (Neves
et al. 2011).

Na regido norte do Brasil, diversos grupos tém avaliado a eficacia do
tratamento da LTA com antimoniais, encontrando indices por vezes similares ou
inferiores aqueles com drogas alternativas (Neves et al. 2011). Gadelha e
colaboradores avaliaram vinte pacientes com LTA em Manaus entre 2010 e 2011;
destes, 55% obtiveram cura apdés a administracdo de trés doses de isotionato de
pentamidina (4mg/kg/dia) com um intervalo de dois dias entre cada administragéo
(Gadelha et al. 2015). Esse indice fora inferior ao encontrado por Roussel e
colaboradores (2006) em estudo piloto na Guiana Francesa, onde 78,8% dos 137
pacientes com LTA recrutados curaram apos o tratamento (Roussel et al. 2006).
Esses estudos sdo comparaveis, ha medida em que ambos tinham casuistica
composta por pacientes com LTA causada por L. (V.) guyanensis; no entanto, além
da diferenca numérica da casuistica nos dois estudos, o estudo da Guiana Francesa
empregou a dose Unica de 7mg/kg/dia.

A eficacia variada encontrada em diversos estudos utilizando terapéutica
alternativa para o tratamento de LTA pode ser justificada pelo fato de algumas
espécies de Leishmania spp. apresentarem maiores indices de persisténcia no
homem e assim, manutencdo da lesdo e consequente falha terapéutica ja na
utilizacdo da droga preferencial de escolha (antimonial pentavalente). Romero e
colaboradores avaliaram tal fato de maneira clara e concisa ao recrutarem 101
pacientes com LTA e os dividir em dois grupos de acordo com o agente etioldgico
isolado de suas lesbes: L. (V.) guyanensis ou L. (V.) braziliensis; foi observado
nesse caso que 30,6% dos pacientes com LTA causada por L. (V.) guyanensis
sofreram falha terapéutica (Romero et al. 2001). Existem estudos, principalmente
desenvolvidos pelo grupo de Bourreau e colaboradores na Guiana Francesa (2016),
onde o agente de LTA mais frequente é L. (V.) guyanensis, que buscam

correlacionar alguns aspectos parasitarios dessa espécie com uma menor
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responsividade a terapéutica. E o caso da associagdo entre a presencga de um virus
de RNA que infecta Leishmania spp. (LRV1); o estudo descreve que 27% dos
pacientes com LTA causada por L. (V.) guyanensis que tiveram falha terapéutica e
foram submetidos a esquemas alternativos, foram infectados por uma Leishmania
spp. que apresentava o virus LRV1 (Bourreau et al. 2016). Estudos desenvolvidos
no Brasil também verificaram a baixa deteccdo do LRV1 em isolados de L. (V.)
braziliensis de Minas Gerais, utilizando neste um isolado de L. (V.) guyanensis como
controle positivo para a reacao de polimerase em cadeia (PCR) que apresentava o
LRV1 (Macedo et al. 2016). Devido a marcante presenca dessa espécie parasitaria
na regido de Manaus (Guerra et al. 2015), estudos que correlacionem a etiologia
parasitaria com a terapéutica abordada, assim como aqueles que proponham novas
abordagens para o tratamento da LTA, sé@o de extrema importancia.

1.6 Imunologia da leishmaniose tegumentar Americana: o0 balanco

imunoldgico na doenca ativa e ao longo do tratamento

1.6.1 A importancia dos linfocitos T e suas subpopulacfes celulares no curso

da leishmaniose tegumentar

Os linfocitos T sado células associadas a resposta de memoria no ser humano
e também, em seu estado efetor, apresentam funcdes relacionadas a interacéo
direta com outras células do sistema imune, assim como acdo citotoxica contra
determinados microrganismos. In vivo, as células T CD4" e CD8" diferenciam-se em
perfis efetores associados a suas moléculas de superficie celular, muitas delas
responsaveis pela localizacdo de um linfécito T no organismo, assim como pela
capacidade responsiva daquela célula a certo estimulo (Khamesipour et al. 2012).
Sendo assim, as células T séo classicamente divididas em: T de memodria efetora
(TME), T de memodria central (TMC), T naive (Tnaive) e, apenas para as células T
CD8", também o perfil de memoéria efetora CD45RA™ (TEMRA).

Os principais definidores desses perfis de memadria sdo moléculas de adeséo,
como LFA-1 e CD62L (principalmente em murinos), ou receptores de quimiocinas
(CCRY7), que também induzirdo a migracdo de uma célula fazendo-a seguir o
gradiente de quimiocina ao interagir com seu receptor. Dessa forma, as células T
naive que ndo interagiram com o antigeno podem “percorrer” 6rgaos linfoides

secundérios realizando sucessivas interacdes com células apresentadoras de
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antigeno, até que reconhecam, determinado epitopo apresentado e iniciem uma
resposta imune. Estudos ja demonstraram a alta expressao de CCR7 nas células T
periféricas, assim como a co-expressdo desse receptor a outros associados a
adesdo de uma célula em um sitio especifico. Neste sentido, a presenca de CCR7 e
CLA em quase 100% dos linfocitos T naive da pele, corrobora o fato de que células
que expressam o CCR7 podem migrar para tecidos especificos, em situacdes
inflamatorias particulares, assim como permanecer na circulagcdo (Campbell et al.
2001). Por isso, tal receptor € um dos mais importantes e mais comumente usados
para a classificagédo de células T em seus perfis de memdria efetores.

As células T naive necessitam de um potente estimulo para sua ativacao,
necessitando inclusive da interacdo de moléculas co-estimulatérias; no entanto,
apOs sua ativacdo, adquire funcdo importante na geracdo dos demais perfis de
memoria celular e producdo de IL-2, citocina importante para a ontogenia e
proliferacdo de linfocitos (Farber 2000). As células T naive também se diferenciam
dos outros perfis celulares, pois apresentam alta capacidade proliferativa in vitro
mesmo sem uma funcdo efetora imediata. E provavel que essa proliferacéo seja
necessaria para manter a geracdo dos demais perfis efetores de memoria
(Khamesipour et al. 2012).

As células T naive diferenciam-se em TME ou TMC e, posteriormente, TME
de acordo com o microambiente que induz a diferenciacdo. Vale salientar que em
geral a ativacdo de uma célula T naive ird ocorrer em um 6rgao linfoide secundario
préximo ao processo inflamatério em questdo. Assim, as células T tenderdo a migrar
para o tecido de onde o epitopo correlato reconhecido tem origem. Esse fato &
importante para delimitar que, de acordo com o processo inflamatério ao qual o
organismo esta submetido, 0 mesmo pode ser sisttmico ou localizado em
determinado parénquima. Essas células TME tenderdo a ser encontradas
acumuladas em um determinado sitio, criando-se reservatorios dessas células, e
assim, apos o inicio de um processo imune com a ativacao e proliferacdo de células
TME, é provavel que estas ndo sejam mais encontradas na periferia (Clark et al.
2010).

Os linfécitos de memoria sdo as principais células com funcao efetora, como
producédo de citocinas de polaridade Th1/Th2/Th17, efeitos citotdxicos e inducdo da
apoptose. No entanto, as células de memaéria também podem adquirir um perfil de
hiporresponsividade semelhante a anergia. Isso ja foi descrito em células T CD8"

presentes em microambiente inflamatdrio potente, e também em T CD4" que foram
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ativadas por mitdgenos quando comparadas aquelas ativadas por APC. Ou seja, €
provavel que a ativagdo por um antigeno ndo correlato ndo seja tdo eficaz na
ativacdo completa de uma célula de memoria, por mais que a mesma apresente
fenotipicamente seus marcadores efetores. E possivel também que esta n&do
desenvolva todas as fungbes de células efetoras citadas acima, ou que as faca em
menor intensidade (Farber 2000).

Dentre as células de memdria estdo as TMC que expressam 0 receptor
CCRY7, logo migram entre 6rgéos linfoides secundarios e determinados tecidos, mas
diferem fortemente das células T naive por gerarem rapidamente células T efetoras,
servindo como fonte de geracdo dessas células (Campbell et al. 2001). As células
TME n&o expressam mais marcadores como CCR7 e CD45RA. Por ultimo, foram
descritas as células TEMRA, com o fendtipo T CD8", que expressam o CD45RA,
mas néo expressam CCRY7.

Como a LTA é uma doenca localizada e pode ser causada por mais de um
agente etiologico, existe um perfil particular de resposta imune comumente
associado a cada espécie parasitaria como foi descrito por Matta et al. (2009). Em
2013, um grupo do Instituto Pasteur no Ird avaliou a importancia das células T de
memoaria em individuos que tiveram LC por L. major ou L. tropica e curaram apos o
tratamento. O grupo buscou avaliar se as células T circulantes seriam as
responsaveis pela memadria imunolégica quando as células fossem re-estimuladas
com antigeno parasitario (Valian et al. 2013). Foi observado que ex vivo a populacéo
de maior frequéncia foi a de células Tnaive, seguida de TME e TMC, condizente com
0 observado por Khamesipour et al. (2012). Interessantemente, apos estimulacéo
antigénica, as populacbes TMC e T naive sofreram um decréscimo em suas
frequéncias seguida do aumento significativo na populacdo de células TME,
baseado nos mesmos marcadores fenotipicos descritos acima (CCR7 e CD45RA). O
grupo supde que as diferencas de frequéncia observadas em TMC e TME apoés
estimulo ocorra em decorréncia da internalizacdo do receptor CCR7 apos
estimulacdo antigénica, ou devido a diferencas no protocolo de processamento da
amostra para imunofenotipagem (Berhanu et al. 2003). A regulacdo para baixo
descrita para CCR7 aumenta percentualmente a populacdo de TME (CCR7
CD45RA") e essa observacdo pode explicar o porqué de essa populacdo ter
mostrado uma baixa proliferacéo celular, mesmo apresentando um grande aumento
em sua frequéncia. O estudo também foi pioneiro em mostrar a importancia de TMC

e TME na memoria imunoldgica, devido a intensa proliferacdo celular que sofrem as

36



células TMC com producédo de IL-2, processo essencial para a rapida geracdo de
células TME e manutencdo da resposta imune (Valian et al. 2013; Campbell et al.
2001; Farber 2000); ou seja, essas populacdes celulares mostram-se como as mais
importantes apds a cura clinica de LC. O estudo ratifica ainda que eventos ja
descritos como a importancia de TME na producdo de citocinas efetoras (IFN-y) e
capacidade proliferativa limitada também ocorrem no contexto da leishmaniose
tegumentar.

Dados do nosso grupo também foram importantes para ratificar que, por
vezes, avaliagBes realizadas em células T circulantes subestimam importantes
inferéncias imunoldgicas, ja que as células efetoras tenderdo a migrar para o sitio de
lesdo, desenvolvendo la suas acdes efetoras (Mendes-Aguiar et al. 2016). Esse
estudo avaliou CMSP e células obtidas de lesdes de pacientes com LTA por L. (V.)
braziliensis e demonstrou que as CMSP seguiram as mesmas frequéncias
observadas por Valian et al. (2013), mostrando uma semelhanca de resposta imune
para antigenos de Leishmania spp. diferentes (do Velho e Novo Mundo,
respectivamente). Esse estudo (Mendes-Aguiar et al. 2016) demonstra que, entre
sangue periférico e na lesdo, ha uma diferenca significativa nas populacdes de
células T observadas e seus perfis de memoria. As células TME CD4" que sdo a
segunda populacdo em frequéncia no sangue periférico, estdo majoritariamente
presentes na lesdo, e também € nesse sitio que as células TME expressam seus
receptores de ativacao celular (CD69 em lesGes mais tardias, e CD25 em lesdes
mais recentes) e consequente acdo efetora. Esta dualidade na frequéncia de TME
CD4" também ocorre em TME CD8". A maior frequéncia observada para TMC em
sangue periférico, tanto no fendtipo T CD4" e T CD8", é explicada pela sua
capacidade de recirculacdo entre 6rgao linfoides, preservada pelo receptor CCR7 e
pela sua funcdo na geracdo e manutencdo da populacdo TME. Por fim, os
resultados acima expressos confirmam que na LTA, a compartimentalizacdo de
células imunes efetoras em seus sitios alvo de leséo, deve ser considerada para
corretas avaliagfes sobre a resposta imune (Clark R et al. 2010, Mendes-Aguiar C et
al. 2016;).

1.6.2 Células T regulatérias circulantes e a modulacdo da resposta

imunolbgica

As células T regulatérias (Tregs) sdo uma pequena percentagem das células

T circulantes que adquirem, durante o processo de ontogenia ou ap0s sua formacao
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e migracdo para tecidos especificos, a capacidade de regular a resposta imune inata
e adaptativa por mecanismos de supressdo da proliferacdo de células T, por
bloqueio de sinais co-estimuladores de ativacado. Esse processo ocorre via secre¢ao
de citocinas com efeito supressor (IL-10 e TGF-1), através da inducédo de apoptose
ou ainda pelo “consumo” de IL-2, citocina indutora de proliferacdo celular. O
entendimento do seu papel nos mecanismos imunoldgicos é relativamente recente,
mas sua participagdo em mecanismos imunopatogénicos ja tem sido descrito em
varios modelos de doencas, incluindo os associados a patdgenos.

J& foi descrito que as células Tregs compdem 5-10% das células residentes
na pele integra e ja foi demonstrado que estas proliferam ativamente em condi¢des
de inflamac&o, podendo servir controlando o processo inflamatério na pele. No
entanto, as Tregs da pele s6 séo capazes de suprimir a ativacao de células T que
foram fracamente ativadas via TCR, logo o controle da inflamacé&o € de certa forma
limitado (Clark et al. 2010).

Na LTA ja foi avaliada a presenca dessa populacdo celular tanto em células
circulantes no sangue, quanto dentre as CMSP estimuladas com antigeno
parasitario. O grupo da Guiana Francesa observou, na cultura das CMSP, a
presenca das Tregs de acordo com seu fendtipo classico (CD4'CD25'FOXP3Y).
Além de verificar que tais células eram capazes de produzir TGF-B1 frente a L. (V.)
guyanensis viva, ou seja, poderiam apresentar potencial imunossupressor (Kariminia
et al. 2005), o mesmo grupo também demonstrou que as Tregs migram para o sitio
de lesao e la tém capacidade supressora da resposta imune, mostrado pela técnica
de supresséao celular e confirmado pela inibicdo na producdo de citocinas do perfil
Thl (Bourreau et al. 2009). Este estudo também foi pioneiro ao mostrar que a
guantidade de Tregs na lesdo diminuia progressivamente no decorrer do tempo de
evolucdo da mesma, o que poderia explicar uma forte regulacdo negativa que as
Tregs exercem sob as células do sistema imune nas fases iniciais da infec¢éo, o que
acabaria por acarretar uma irresponsividade do sistema imune ao antigeno de
L. (V.) guyanensis, corroborando outros estudos neste sentido (Matta et al. 2009).
Essa menor capacidade do hospedeiro responder de maneira adequada aos
antigenos do parasito, podem explicar a persisténcia do parasito nas lesdées mesmo
ap6s meses do desenvolvimento destas, e o evento da falha terapéutica bastante
descrita para tal espécie.

A diferenca no balan¢o imunossupressor em LTA de acordo com a espécie

parasitaria em questdo também foi abordada por Rodrigues e colaboradores (2014),
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gue mostraram que na lesdo causada por L. (V.) braziliensis havia uma quantidade
muito menor da expressdo de FOXP3 (o fator transcripcional determinante para o
fenétipo Treg) e de IL-10, quando comparado a lesBes causadas por outros
parasitos do subgénero Viannia; e que a maior expressdo de FOXP3 nesse ultimo
grupo de leséo estaria associada a uma resposta cronica e parasitismo persistente
(Rodrigues et al. 2014).

1.6.3 O papel de citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatérias

As citocinas séo importantes fatores que irdo direcionar o tipo de imunidade
que sera “ativada” quando o hospedeiro entra em contato com o parasito. E o
conjunto de citocinas liberadas no tecido que direciona ao desenvolvimento
imunidade celular, que por sua vez é avaliada pela intradermorreacdo de
Montenegro. As células da derme que estdo associadas a formacao da papula e
consequente reacao inflamatoria ao antigeno parasitario séo ativadas por fatores
liberados pelo tecido e células imunes residentes, que sinalizam positivamente para
o influxo de demais células da resposta imune e “orquestramento” de uma reacao
imunoldgica via mediadores (citocinas ou quimiocinas) com acao local e central.

De acordo com o perfil de células T expandidas frente a uma infeccdo, havera
a liberacdo de um padréo de citocinas. Nesse ambito as citocinas do perfil Thl sdo
aquelas com importante funcdo na leishmaniose, pois é a ativacdo desse tipo d
resposta que permite eliminacdo do parasito via inducdo de enzimas lisossomais e
producéo de radicais livres (ROS e NO) pelas células fagociticas, fundamentalmente
pelo macrofago. As citocinas mais importantes do perfil Thl sdo: IFN-y, IL-12 e
TNFa (Carneiro et al. 2016). No entanto, a participacao de citocinas associadas ao
perfil anti-inflamatdrio também tem sido muito descrita na LTA, principalmente devido
ao importante papel de IL-10 na diminuicdo da producdo de citocinas proé-
inflamatorias, agindo principalmente sobre TNF e IFN-y (Bacellar et al. 2002,
Gomes-Silva et al. 2007). A LTA tem um curso clinico onde o balanco entre estes
dois perfis de citocinas € extremamente importante para a determinacdo de uma
forma clinica auto resolutiva, localizada ou disseminada (Oliveira et al. 2014).

As citocinas também tém sido o foco de estudo para uma melhor
compreensao da imunopatogénese da LTA, como por exemplo, podemos citar o
trabalho de Espir e colaboradores (2014), que avaliou sete citocinas no soro de 33
pacientes com a intencéo de verificar niveis destas que poderiam estar associadas

ao sucesso terapéutico. O trabalho exemplifica bem que o perfil de citocinas
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encontrado também depende da espécie parasitaria, jA que os individuos infectados
por L. (V.) guyanensis apresentaram niveis mais elevados das citocinas IL-2 e IFN-y,
guando comparado aqueles infectados por outras espécies parasitarias (Espir et al.
2014). H& de se considerar ainda que estudos que avaliam a producédo de citocinas
em soro e plasma de individuos por vezes ndo alcancam uma forte correlagdo com a
clinica, pois a LTA em geral, ndo € uma doenca de manifestacéo sistémica.

Baseado nisso, a avaliacdo imunoldogica de citocinas tem sido
preferencialmente avaliado in vitro, isolando-se as células do paciente e
estimulando-as com antigeno parasitario, permitindo “mimetizar”, ainda que de forma
limitada, o microambiente imunoldgico e avaliar a partir do sobrenadante da cultura
destas células, a liberacdo de ou ndo de citocinas. Matta e colaboradores (2009)
também observaram maior producéo de IL-10 pelas CMSP de individuos sadios de
area endémica, do que por pacientes de LTA por L. (V.) guyanensis (Matta et al.,
20009).

1.6.4 Niveis de imunoglobulinas e suas subclasses na leishmaniose

tegumentar Americana

A avaliacdo do braco humoral da resposta imune € um importante critério
levantado pela OMS como nova perspectiva para o diagnostico da LTA, ja que
técnicas soroldgicas estdo entre as mais aplicadas atualmente e estdo disponiveis
para uma série de enfermidades. Ja se sabe que a quantidade de imunoglobulinas
(Igs) produzida tende estar associada a carga parasitaria, ao tempo de duracédo da
infeccdo e a espécie parasitaria em questdo (Gutierrez et al. 1991) Os titulos de
anticorpos reativos a Leishmania sao significativamente mais baixos na infeccao por
L. (V.) guyanensis de pacientes do Amazonas, quando comparados a pacientes com
LC por L. (V.) braziliensis oriundos da Bahia (Romero et al. 2001), sugerindo que a
espécie infectante € determinante na inducdo da resposta de células B.

Os niveis de anticorpos em pacientes com LTA antes e apds o tratamento
também € um aspecto importante para se avaliar, ja que a reducdo nos niveis de Ig
anti-Leishmania circulantes pode ser utilizada como critério auxiliar para determinar
a cura clinica. Foi observado que pacientes infectados por L. (V.) braziliensis
apresentam uma reducdo em 73% de IgG1l e 78% de 1gG3 reativas a antigenos do
parasito, enquanto os titulos de Ig total diminuiram apenas 37% neste periodo,
indicando que a avaliagao das subclasses de Ig tenham um papel mais relevante

para controle de cura do que os niveis de Igs total. A avaliagdo dos isotipos também
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permitiria 0 acompanhamento, do ponto de vista humoral, mesmo apds um longo

periodo de acompanhamento (Fagundes-Silva et al. 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar fatores associados a resposta imune efetora em pacientes de

leishmaniose tegumentar Americana de Manaus (AM) durante o tratamento com

antimonial pentavalente.

2.2

Objetivos Especificos

Avaliar o perfil epidemioldgico e clinico dos pacientes com LTA atendidos
na FMT/HVD durante o ano de 2016 participantes do estudo, além do
estabelecimento de um “fluxo” logistico de envio de material biolégico
Manaus (AM) — Rio de Janeiro (RJ).

Avaliar o perfil de resposta imune através da dosagem de citocinas do perfil
celular Thl e de perfil regulatério no plasma e sobrenadantes de cultivo
celular pés-estimulacdo antigénicas, para avaliar quais sao induzidas

durante a doenca ativa e ap0s a cura.

Determinar o fenoétipo de células T que séo preferencialmente expandidas

durante a doenca ativa e apdés cura clinica.
Avaliar se os niveis de imunoglobulinas anti-Leishmania e seus isotipos

sofrem modulacdo durante a evolucdo da infeccdo e se este parametro

pode auxiliar na avaliacado prognastica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

Os participantes deste estudo foram pacientes diagnosticados com
leishmaniose cutdnea, acompanhados no ambulatério do Departamento de
Dermatologia da Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado/Amazonas. Aqueles que concordaram em participar deste projeto
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), redigido de
acordo com as normas da Resolucdo 196/96, atualizada pela Resolugédo no.
466/2012 do Conselho Nacional de Saude, Ministério da Saude. Os casos onde néo
houve retorno do paciente para acompanhamento foram caracterizados como
“abandono clinico”. As amostras biolégicas, como células e plasma, foram utilizadas
apenas para as investigacoes referidas no presente projeto, e todo material biologico
fora apropriadamente armazenado em um biorrepositorio da FMT/HVD, atendendo
todas as normas que rege este procedimento (Resolucédo 441/2011, CNS, MS). Os
estudos laboratoriais foram parcialmente realizados no Laboratério de Imunologia da
Geréncia de Leishmanioses da FMT/HVD e no Laboratério Interdisciplinar em
Pesquisas Médicas (LIPMed) do IOC/FIOCRUZ.

O grupo controle deste estudo foi composto por individuos de area endémica
para LC, que nunca tiveram historico ou suspeita de leishmaniose. O grupo controle
fora selecionado buscando-se seguir critérios de pareamento entre género e idade
com os pacientes de LC incluidos no estudo. Para os individuos deste grupo,
seguiram-se 0S mesmos critérios de participacdo e confidencialidade citados
anteriormente para 0S pacientes participantes da pesquisa, excetuando-se 0
diagnostico positivo para LC e acompanhamento clinico. O requerido projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FMT/HVD ( 21273572).

3.2 Casuistica

Este trabalho € um estudo prospectivo, que visou acompanhar entre janeiro e
dezembro de 2016, 7 pacientes com diagnéstico clinico e laboratorial de LC, nas
seguintes fases: antes, durante e apds o tratamento primario preconizado pelo

Ministério da Salde.
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Os individuos participantes tiveram seu sangue periférico colhido antes do
inicio do tratamento, o que fora classificado no estudo como “primeira visita”. A
segunda colheita de sangue periférico ocorreu no retorno do paciente & FMT/HVD
na metade do tempo de tratamento preconizado, ou seja, aproximadamente quinze
dias apds o inicio do tratamento, o que fora caracterizado no estudo como “segunda
visita”’. A terceira e ultima visita, ocorreu ao final do tratamento no 30° dia. Ja a
quarta visita ocorreu um més apo6s o término do tratamento (aproximadamente 60°
dia). Nesta ultima visita, o médico classificou o caso como sucesso ou falha
terapéutica, de acordo com os critérios descritos posteriormente.

O critério de inclusdo para o estudo foram ter diagndstico clinico e laboratorial
de LC, de acordo com as recomendacfes do Ministério da Saude (Ministério da
Saude, 2015) e ter entre oito e sessenta anos de idade.

Foram excluidos do projeto: pacientes com sorologia positiva para o virus da
Imunodeficiéncia adquirida (HIV), mulheres gravidas assim como aqueles individuos
em que as células mononucleares de sangue periférico (PBMC) ndo alcangcaram os
critérios de qualidade como: obtencéo inferior a um milhdo de PBMC por mililitro
(mL) de sangue, e viabilidade celular inferior a 70%.

Os pacientes foram acompanhados durante a doenca ativa e apés o término
do tratamento (30 dias), bem como nos casos de intercorréncia (recidivas). Apenas
individuos que retornaram ao ambulatério do Departamento de dermatologia da
FMT/HVD apds o inicio do tratamento coletaram amostra bioldgica, o que permitiu o
seu acompanhamento nos periodos citados anteriormente. O caso clinico individual
de cada paciente foi classificado como “falha terapéutica”, quando o mesmo néao
demonstrou sinal de regressao ou cicatrizacdo das lesdes cutaneas apos o periodo
de trinta dias do término do tratamento primario. Para os demais casos
acompanhados clinicamente até o periodo supracitado, fora considerado “sucesso
terapéutico”.

Uma ficha clinico-epidemiolégica ja empregada no servico de saude foi
utilizada para coletar as informacdes referentes a histéria clinico-epidemioldgica dos

pacientes.

3.3 Obtencéao de isolados de Leishmania spp.

Os fragmentos obtidos da lesdo cutanea foram enviados armazenados em

solucdo salina estéril com antibidtico, e mantido sob refrigeragdo (+ 4°C) para o
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Laboratorio Interdisciplinar em Pesquisas Médicas (LIPMed/IOC) para isolamento do
parasito. As amostras foram processadas por corte, seguido de maceracao e
semeadas em tubos plasticos de 10mL contendo meio de cultivo bifasico NNN. O
monitoramento do crescimento de parasitas foi realizado ao longo de 30 dias, onde
uma gota da fase liquida do cultivo era examinada entre lamina e laminula. O exame
era considerado positivo quando eram visualizadas formas promastigotas.

Os isolados de Leishmania spp. obtidos dos pacientes diagnosticados como
LC foram caracterizados quanto a espécie pelo Laboratério de Leishmaniose do I0C
e depositados na Colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC -
FIOCRUZ).

Devido problemas financeiros, o servico de caracterizacdo parasitaria
fornecido pelo CLIOC-FIOCRUZ foi interrompido durante a fase de inclusdo das
amostras para este estudo. Por isso, apenas um paciente teve a caracterizacdo da
espécie parasitaria realizada: o paciente 005/16, que apresentou falha terapéutica

ao tratamento preconizado, teve LTA causada por Leishmania Viannia guyanensis.

3.4 Obtencao das células mononucleares de sangue periférico (CMSP)

Para os individuos controle, as CMSP foram obtidas do sangue periférico por
intermédio do gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO,
EUA). Nessa técnica, o sangue total foi centrifugado a 1800 rpm por dez minutos a
temperatura ambiente para a retirada do plasma, que foi aliquotado em microtubos e
armazenado em freezer -70°C. O restante do sangue foi diluido na mesma
propor¢cdo com meio de cultivo RPMI (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) +
1mM de HEPES (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) + L-glutamina (GIBCO,
Carlsbad, CA, EUA) e antibiético — penincilina/estreptomicina (Sigma Chemical Co,
St. Louis, MO, EUA), e ap6s a diluicdo o sangue é lentamente despejado sobre o
Ficoll-Hypaque® sem que haja mistura dos dois, em uma proporcédo de uma parte
de Ficoll-Hypaque® para cinco de sangue. O préximo passo € a centrifugacdo do
mesmo a 2900 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds esse tempo, séo
formadas quatro areas distintas no tubo que correspondem a componentes celulares
diferentes que migraram para determinado local de acordo com sua densidade
celular; como o Ficoll-Hypague® tem uma densidade intermediaria as CMSP este
consegue separa-las em uma area ou “anel’. Esse “anel” é coletado e submetido a

duas lavagens sucessivas em meio de cultivo RPMI a 1800 rpm por 10 minutos.
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ApOs isso, as CMSP sédo contadas em camara de Neubauer em uma diluicdo prévia
de 1: 10 em azul de Trypan (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) e foram
posteriormente ajustadas na concentracéo de 5 x10° cels/mL e congeladas em meio
de congelamento que contém 90% de soro fetal bovino (Cultilab Itda., Campinas,
SP, BRA) e 10% de DMSO (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA). Os criotubos
contendo as CMSP passaram entdo por processo de congelamento lento, em Mr.
Frosty® a -70°C por 24h e depois serdo transferidas para nitrogénio liquido.

Para os pacientes incluidos no estudo o principio de separacéo celular via
gradiente quimico fora seguido, no entanto, aplicando o protocolo descrito pelo
fabricante do tubo para coleta, o qual era especializado para separacdo de CMSP
(tubo CPT® — Cell Preparation Tube - BD Biosciences, San Diego, CA, EUA).

As amostras de sangue periférico dos pacientes foram obtidas por puncao
venosa (dois tubos de oito mL cada) e acondicionadas em tubo comercial CPT® (BD
Biosciences, San Diego, CA, USA) que continha o anticoagulante citrato de sodio.
Os tubos CPT® foram centrifugados a 2900 rpm por 30 minutos a temperatura
ambiente, para separacdo das CMSP, de acordo com o protocolo comercial
disponibilizado pela empresa BD Biosciences. Para a obtencédo de CMSP pelo tubo
CPT®, o principio de separacao pelo gradiente quimico foi seguido, no entanto,
apos a centrifugacao a “zona” de CMSP é delimitada por um gel que migra durante o
processo. Os passos seguintes, que incluem contagem e congelamento das CMSP
s80 0s mesmos ja descrito anteriormente.

Ja a coleta de sangue periférico dos individuos que compunham o grupo
controle, fora realizada também via puncao venosa (dois tubos de 10 mL cada), e 0
sangue foi armazenado em tubos comerciais para coleta de sangue a vacuo que
continham o anticoagulante heparina sédica (BD Biosciences, San Diego, CA, USA).
Para a obtencdo e congelamento do sangue periférico colhido em tubo com
heparina, foi aplicada a técnica de Ficoll-Hypaque® (Sigma Chemical Co, St. Louis,
MO, EUA), ja citada anteriormente. As etapas de contagem e congelamento foram
as mesmas usadas para a obtencdo de CMSP por tubo CPT®.

Para os pacientes de LTA do estudo, os tubos foram enviados da FMT/HVD
em Manaus, para o LipMed/IOC no Rio de Janeiro sob refrigeracdo (£ 4 °C) e
armazenamento em caixa adequada para transporte de amostra biolégica logo apos
a centrifugagédo do mesmo e separacdo das CSMP. A coleta, envio, recuperacgéo
celular e viabilidade foram avaliadas antes do inicio da inclusdo de pacientes para o

estudo, e serviu como validagéo interna do envio de tais amostras em tubo CPT®.
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Os parametros citados anteriormente foram validados pela equipe do LipMed/IOC
apos o bem sucedido recebimento de sangue periférico em tubo CPT® vindo de
Manaus para o Rio de Janeiro, ap0s 24 e 72 horas da coleta sanguinea. A validacdo
do envio de amostras em tubo CPT® ocorreu em dezembro de 2015, e contou com
a participacdo do colaborador do projeto, Dr. Adriano Gomes pesquisador da
FIOCRUZ e responsavel pelo treinamento da equipe da FMT/HVD para a correta
colheita sanguinea, preparacdo da amostra e envio para o Rio de Janeiro.

O tempo entre a colheita do sangue e o processamento e congelamento das
CMSP variou de acordo com logistica de transporte aéreo entre Manaus e o0 Rio de
Janeiro. O tempo minimo entre a colheita do sangue em Manaus, e processamento
no Rio de Janeiro foi de 24 horas, e 0 tempo maximo (para as amostras incluidas no
estudo) foi de 72h.

3.5 Preparo do antigeno total de Leishmania (Viannia) guyanensis

Fora descongelado um criotubo com 1 x 10’ promastigotas de Leishmania
(Viannia) guyanensis caracterizada por eletroforese de enzimas pelo Servico de
isolamento, cultivo, tipagem e doacédo de Leishmania da Colecdo de Leishmania do
Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC/FIOCRUZ), sob o registro de numero 3474,
caracterizada em julho de 2013. Tal amostra fora proveniente de isolado humano, de
paciente oriundo da FMT/HVD e néo tinha a presenca de Leishmania Virus (LRV),
de acordo com a analise por reacdo de polimerase em cadeira (PCR) utilizando-se
primers para identificacdo de tal agente viral padronizado in house pelo Laboratorio
Interdisciplinar em Pesquisas Médicas (LipMed/IOC).

O descongelamento das promastigotas foi seguido de cultivo das mesmas em
estufa incubadora a 25°C, mantidas em dez mL de meio completo (89 % de meio
Schneider, 10% de soro fetal bovino e 1% de urina) por quatro dias. Apos esse
periodo, a garrafa foi divida em duas com o mesmo volume descrito para a garrafa
de cultivo inicial a fim de favorecer o crescimento parasitario, até que fosse
alcancada a fase estacionaria do crescimento do parasito, no quinto dia de
incubacédo. Ao final do periodo de crescimento parasitario foi feita a contagem das
promastigotas em camara de Neubauer, utilizando o corante Azul de Trypan para
afericdo da viabilidade das formas parasitarias, na diluicio de um para mil. A

contagem final de Leishmania spp. utilizada para a producédo do antigeno total de
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Leishmania (Viannia) guyanensis foi de 6,22 x 10® parasitas por mL de meio
completo.

Para a producéo antigénica, os tubos contendo 5 mL cada, da suspensao
parasitaria na concentracdo citada anteriormente foram submetidos a vinte e um
ciclos sucessivos de congelamento em nitrogénio liquido, seguido por criofratura em
vortex. Esse procedimento visa particularizar ao maximo, proteinas extra e
intracitoplasméticas do parasito, afim de que o “antigeno total” contenha epitopos
determinantes de vérias regides do parasito.

A dosagem de proteinas da solucdo particulada do antigeno apdés o
procedimento citado acima, fora realizada mediante kit comercial Pierce® BCA
Protein Assay (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EUA), e o resultado aferido por
leitura da absorbéncia no comprimento de onda de 570 nm. O total de proteina
obtido foi de 2,065 mg/mL.

Para a utilizacdo do antigeno total como estimulo antigénico para o cultivo, a
concentracdo necessaria usada para cada poco, contendo de 3-5 x10° células, deve
ser de 1 ug/mL. Por isso, foram preparadas aliquotas estéreis do antigeno na
concentracdo estoque de 1mg/ mL e desta aliquota estoque foi utilizado 10uL por
poco, cujo volume final € de 100uL Os microtubos contendo a solugdo antigénica

estoque foram armazenados em freezer -20°C até a sua utilizacao.

3.6 Cultivo e estimulacédo in vitro das células mononucleares de sangue
periférico (CMSP)

A avaliacdo citofluorométrica para analise dos parametros citados na sec¢ao
3.7, foram realizadas apés o descongelamento das CMSP, de duas abordagens
diferentes: analise “ex vivo” logo apdés o descongelamento e breve exposi¢cao a
temperatura de cultivo; e “in vitro”, quando as células sdo submetidas a estimulos
antigénicos especificos e mantidas em cultura por cinco dias até que a andlise
citofluorométrica seja de fato realizada ao final do periodo citado.

A analise ex vivo foi realizada logo apés o descongelamento das CMSP. Para
permitir que as células retornassem ao seu estado homeostatico com relacdo ao
nivel de receptores de membrana citoplasmatica, apdés o descongelamento, as
CMSP foram mantidas em meio de cultivo (RPMI + 10% de soro fetal bovino), em

estufa a 37°C com 5% de CO,, por um periodo que variou de seis a doze horas
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entre 0 descongelamento e a marcagcdo com anticorpos fluorescentes para
realizacao da técnica de citometria de fluxo.

J4 para a analise in vitro, as CMSP descongeladas foram contadas e
ajustadas & concentracdo de 3 x 10° por mL células. Para o cultivo foi utilizada placa
de cultura de 96 pocos (Costar; Corning Incorporated, NY, EUA), com fundo em “U”
estéril. As células (100 pL por poco) foram distribuidas em triplicata e divididas em
quatro grupos: 1) BG (background), ou sem estimulo antigénico, nesses poc¢os havia
apenas a suspensao celular e 0 meio de cultivo em um volume final de 200uL 2) Ag.
Lg (antigeno de L. guyanensis), pocos onde as células sofreriam estimulacdo com
antigeno do parasito na proporcédo ja citada na secdo 3.5; 3) Ag. Lb (antigeno de
L. braziliensis) e Ag. Tg (antigeno de Toxoplasma gondii). As aliquotas do antigeno
produzido mantiveram a mesma concentracdo ja citada para a preparacdo do
antigeno total de L(V) guyanensis, e o volume utilizado fora 0 mesmo para todos os
estimulos (secéo 3.5)

As placas foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO, por cinco dias.
A suspenséo celular dos quatro grupos foram recolhidas dos poc¢os, acondicionadas
em microtubos e centrifugada a 1800 rpm por dez minutos. O sobrenadante foi
congelado a -70°C em microtubos para a posterior dosagem de citocinas. O pellet
contendo as células foi ressuspendido em voértex e colocado em solucdo de PBS

com 10% de soro fetal bovino para analise fenotipica por citometria de fluxo.

3.7 Identificacdo das subpopulacbes linfocitarias a partir de células

mononucleares de sangue periférico (CMSP) por citometria de fluxo

As CMSP ex vivo e ap0s estimulo in vitro com antigeno total de Leishmania
guyanensis e outros parasitos do género Leishmania spp., foram avaliadas quanto
as subpopulacbes celulares presentes em células mononucleares da linhagem
linfocitica (memoria efetora, T naive, memdria central, e TEMRA para as células
CD3"CD8"). A andlise foi feita com o uso de anticorpos monoclonais acoplados a
fluorocromos especificos, onde a aquisicdo de dados ocorreu em citdmetro de fluxo,
num total de cem mil eventos analisados no “gate” de células viaveis, e o resultado
foi expresso em percentagem.

Para tal, foi selecionada uma regido preferencial de analise (“gate”), na regido
gréfica bidimensional (“dot-plot”) que corresponde, de acordo com a literatura, a

regido com predominio de linfécitos, usando como parametro indices de tamanho
49



(FSC-A) versus granulosidade (SSC-A). Essa andlise foi realizada apds a exclusédo
daquelas células que possivelmente, foram adquiridas e expostas ao laser juntas,
caracterizando assim, um evento, no entanto com mais de uma célula (“doublets”). A
exclusdo de “doublets” foi a primeira estratégia de andlise para todos os
experimentos de citometria realizados e usou como parametro indices de tamanho
(FSC-A versus FSC-H). A excluséo de “doublets” é necessaria para que a regidao de
“‘gate” de linfécitos seja corretamente selecionada, permitindo as demais avaliagbes
posteriores.

O proximo passo da estratégia € definir o grau de viabilidade celular, para que
seja evitada andlise em populacdes celulares mortas ou em processo de morte
celular, o que poderia acarretar marcacdo inespecifica de anticorpos monoclonais
fluorescentes. Para isso foi realizado um ensaio de marcagdo superficial e
intracitoplasméatico de grupamentos aminas para avaliagao da viabilidade celular por
citometria de fluxo de alta resolucéo, utilizando-se um corante especifico para tal
feito obtido atravées da utilizacdo do kit comercial Live/Dead® Fixable Dead Cell Stain
(Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), onde células com parcial ou total
comprometimento da integridade de membrana celular ttm maior marcacdo dos
seus grupamentos aminas, presente tanto na superficie da membrana
citoplasmatica, quanto nas membranas das vesiculas e organelas
intracitoplasmaticas, sendo assim, células mortas ou em processo de morte celular
apresentam maior marcacdo de seus grupamentos aminas e maior intensidade
média de fluorescéncia para o corante avaliado, localizando-se no grafico
unidimensional (histograma) na extremidade direita, enquanto as células viaveis com
pouca marcacdo de grupamentos aminas (apenas na membrana citoplasmatica)
localizam-se na extremidade esquerda do histograma. Para a validacdo do ensaio,
fora utilizado um tubo como controle induzido de morte celular, onde foi adicionado
diretamente as células 10 pL de alcool a 70%. O controle induzido de morte celular
permite avaliar a funcionalidade do ensaio, assim como, delimitar a regido no
histograma referente as células mortas, e aquelas referentes as células vivas.

Para quantificacdo e analise das células ditas de memodria central (TMC),
foram consideradas aquelas com as seguintes caracteristicas citofluorométricas:
CCR7'CD45RA"; para as células de memoria efetora (TME): CCR7 CD45RA’; ja
aquelas T naive: CCR7'CD45RA". A andlise dessas subpopulacées ocorre na regio
que inclui células positivamente marcadas com CD3 e CD4 (CD3"CD4") ou apenas

marcadas para CD3 (que o estudo inclui como populacdo CD3"CD4 ou CD8Y),
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sendo que as células CD8" ainda apresentam uma quarta subpopulacdo celular
conhecida como células TEMRA (células T de memoria efetora - RA) com perfil
citofluorimétrico CCR7 CD45RA*. A andlise das quatro subpopulacbes citadas
anteriormente foi feita em funcdo dos marcadores CCR7 e CD45RA e suas
distribuicbes na superficie das células que compde cada subpopulacgéo.

Considerando-se cada subpopulacdo citada anteriormente foi feita a
avaliacdo da ativac&o celular de acordo com os seguintes fenétipos: CD38"HLA-DR’;
CD38'HLA-DR" e CD38HLA-DR®. Para o estudo do fenétipo associado a
senescéncia do linfocito foi avaliado de acordo com o perfil citofluorimétrico CD57"
CD27" apenas nas células T CD3", T CD4" e T CD4. A estratégia geral de analise
citofluorométrica encontra-se na Figura 4.

Foi ainda realizada, a avaliacdo e quantificacdo da presenca de células T
regulatorias, que expressam um perfil citofluorimétrico (CD4'CD25"FOXP3*IL-10%)
nas amostras analisadas (Figura ). Pra isso foi utilizado o kit comercial Human Treg
Flow® (BioLegend Inc., San Diego, CA, USA).

A Ultima analise realizada de maneira parcial, ou seja, com um numero
representativo dos pacientes foi a afericdo da frequéncia da populacdo de células
NK e NKT além de seu perfil de ativacdo. Tal avaliacao foi feita apenas ex vivo, apés
o descongelamento das CMSP e breve cultivo destas em meio RPMI+ 10% de SFB
em estufa a 37°C com 5% de CO,, de um dia para outro (“resting”. O fendtipo de
células NK foi definido como: CD3CD4CD56" e seu perfil de ativacdo foi
correlacionado a capacidade destas células em produzir as citocinas TGF-B1, IFN-y
ou granulos de perforina, estas Ultimas avaliadas por marcacao intracelular. O
fenotipo das NKT foi definido como: CD3" CD4 CD56", o perfil de ativagdo seguiu o
mesmo descrito para as células NK. A estratégia de analise destas duas populacdes
celulares segue o protocolo geral do estudo descrito no primeiro e segundo

paragrafos desta secdo.

3.7.1 Marcacéao intracelular por citometria de fluxo

A producdo de TGF-B1, IFN-y e granulos de perforina por marcacao
intracelular também foi analisada na populacéo de linfécitos T CD4" ( CD3'CD4") e
CD4 (CD3'CD4). As marcacdes intracelulares foram realizadas utilizando os
tampdes Perm buffer e Fix/perm buffer (BioLegend Inc., San Diego, CA, USA).

Para tal analise apenas foi considerada uma abordagem ex vivo onde as
CMSP passaram por breve periodo em cultivo apés o descongelamento (“resting”).
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Para a marcacéo citofluorimétrica foram utilizadas entre 0.5-1.0 x 10° CMSP/ml.
Apoés o periodo de “resting” as células passaram por centrifugagdes sucessivas em
tampdo comercial e foi feita a marcacao extracelular para a definicdo do fendtipo de
células T (anti-CD3 PE; anti-CD4 PE-Cy5 - BioLegend Inc., San Diego, CA, USA);
apos o periodo de incubacéo de trinta minutos sob refrigeracdo (x4°C), as CMSP
foram encubadas com tampdo permeabilizador de membrana (perm buffer -
BioLegend Inc., San Diego, CA, USA), e foi entdo adicionado o0s anticorpos
monoclonais: anti-TGFB1; anti-IFN-y e anti-perforina. Seguiu-se entdo o periodo de
incubacao relativo a marcacéao intracelular de tais moléculas, seguido de lavagens
sucessivas em tampéao comercial e processo de fixacdo adequado.

Para as marcacdes intracelulares, foram consideradas aquisicbes minimas de
100.000 eventos no gate de analise de linfocitos T, durante a aquisicdo em citdmetro
de fluxo de alta resolugéo.

3.7.2 Estratégia geral de anédlise citofluorimétricas de células T por citometria

de fluxo

Apos a obtencéo celular, e periodo de “resting” para as marcagdes ex vivo ou
do cultivo celular e estimulo antigénico especifico (5° dia de incubacéo a 37°C, com
5% de CO,) para as marcacodes in vitro, as células foram incubadas com anticorpos
monoclonais conjugados a fluorocromos para deteccdo de 1) moléculas da
superficie: CD3, CD4, CD8, CD56, CD25, CCR7, CD69, HLA-DR, CD45RA, CD57,
CD27 e CD38 (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA); 2) moléculas intracelulares:
FOXP3 (BioLegend Inc., San Diego, CA, USA), IL-10, TGF-B1, IFN-y, perforina (BD
Biosciences, San Diego, CA, EUA). Além disso, utilizamos o corante fluorescente
Live/Dead® dye fluorocromos (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA).

As células foram adquiridas nos citdmetros: Facs ARIA llu (BD Biosciences,
San Diego, CA, EUA) da plataforma de citometria do Programa de desenvolvimento
de tecnologias da FIOCRUZ- PDTIS; e CytoFLEX (Beckman Coulter Inc., Brea, CA,
EUA) da Plataforma de citometria multiusuario do IOC/FIOCRUZ, Nucleo de
purificacdo celular — Cell Sorting ; e os dados foram analisados utilizando o

programa Kaluza® Analysis 1.5a (Beckman Coulter inc.,Brea, CA EUA).
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Figura 3- Estratégia de andlise da viabilidade celular utilizando o Kit
Live/Dead®. A figura da esquerda mostra o controle de morte induzido (alcool a
70%) que demonstra a funcionalidade do ensaio. A imagem a direita mostra a

viabilidade das PBMC apds descongelamento.
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Figura 4 - Estratégia geral de andlise dos fenotipos celulares, de memoria, ativagao e senescéncia. A figura A mostra a exclusdo
de “duplets” em um “dot-plot” de tamanho versus tamanho. A figura B delimita a regido de concentracdo dos linfécitos de acordo com os
parametros de tamanho (FSC-A) versus granulosidade (SSC-A), este grafico esta em funcdo do gate da figura A, ou seja, apenas 0s
“singlets” sdo considerados. A figura C mostra a 0 ensaio de avaliacdo de viabilidade das células, através da nédo incorporacdo do
corante comercial (live/dead-PE), e determina que as analises subsequentes serédo feitas em funcéo apenas das células viaveis. A figura
D mostra dot plot que para definicdo das células que expressam o receptor CD3 (APC-H7) e CD4 (PE) em sua membrana. A figura E
mostra os fenotipos de memoria de acordo com a expressao dos receptores CCR7 PE (eixo horizontal) e CD45RA Alexa 700 (eixo
vertical). No fenétipo de células T CD4" pode-se verificar a frequéncia de células de memoria efetora (CCR7 CD45RA) células de
memoria central (CCR7"'CD45RA") e T naive (CCR7'CD45RA"). Para o fendtipo das células CD8 positivas existem todas as células de
memoria citadas além da subpopulacdo chamada células T de memoéria efetora — RA (CCR7 CD45RA™). A figura F mostra o grau de
ativacao de cada fenotipo de células T de memdria mostrado na figura E, em funcdo da expressao dos marcadores de ativacao CD38

(eixo horizontal) e HLA-DR (eixo vertical).
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Figura 5 - Estratégia de analise da frequéncia de Tregs. A imagem da esquerda,
mostra que a definicdo da populacdo de Tregs foi feita dentro do fenotipo de células
T CD4" e avaliou a expressdo concomitante desse receptor além daquele que
caracteriza um perfil de ativacdo (CD25"), logo, apenas os linfécitos T CD4", em
perfil de ativagdo foram avaliados (regido “duplo positiva” selecionada). A figura da
direita mostra que para a populacao celular selecionada anteriormente, foi avaliada a
presenca do fator transcripcional caracteristico dessa populagéo celular (FOXP3") e
producdo concomitante de IL-10 em seu interior, caracterizando o fendtipo de

células T regulatorias avaliado nesse estudo.

3.8 Andlise do perfil de citocinas plasmaticas e em sobrenadantes de cultivo

Anteriormente a separacdo das CMSP, foi obtida aliquotas de plasma, as
guais foram armazenadas em freezer -70°C até a sua utilizacdo. Quanto as CMSP
gue passaram pelo estimulo com antigeno total de L. guyanensis e outros estimulos
ja citados, antes de ser realizada a imunofenotipagem para a técnica de citometria
de fluxo (5° dia), os sobrenadantes de cada poco do cultivo foram recolhidos,
aliguotados e armazenados em freezer -70°C até sua utilizacdo. Os niveis das
citocinas IL-10 e IFN-y foram avaliados.

A dosagem das citocinas foi realizada por ensaio imunoenzimatico (ELISA) de
acordo com o protocolo do kit comercial (DuoSet R&D®). Seguindo o protocolo, o

anticorpo primario anti-IFN-y e anti-IL-10 foi diluido em tampdo PBS e adsorvido
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cada um a superficie de uma placa de 96 pocos de fundo chato (Costar; Corning
Incorporated, NY, EUA). Ap6s 16 horas de incubagdo em camara Umida e
refrigeracdo (x 4°C), foi realizada a lavagem de cada po¢co com 300 pL de tampéao
de lavagem (PBS+ 0,05% de Tween20) por trés vezes. A proxima etapa foi o
bloqueio de regides da superficie da placa que ndo contivessem o anticorpo
primério, onde poderia ocorrer a ligacdo inespecifica de demais componentes de
deteccéo das citocinas. O bloqueio foi realizado adicionando 300 UL de PBS+ 1%
BSA em cada poco da placa com posterior incubacdo da mesma em camara umida
a temperatura ambiente por no minimo uma hora. Apds esse periodo as lavagens
sucessivas ja citadas foram realizadas e foram adicionados 100 pL de plasma sem
diluicdo prévia ou sobrenadante de cultura das CMSP na diluicao de 1:2 em diluente
adequado. As amostras ficaram em incubacao por duas horas e foi entdo adicionado
0s anticorpos secundarios ou biotinilados anti-IFN-y e anti-IL-10 em sua respectiva
placa. Para a revelacdo colorimétrica da reacdo foi adicionada a enzima
estreptavidina (DuoSet R&D®) seguida pelo cromégeno solavel TMB - 3,3',5,5"-
tetrametilbenzidina (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA). A leitura foi realizada
em espectrometro no comprimento de onda de 450nm com filtro de correcdo de
570nm, e as absorbéancias expressas em densidade ¢ptica (D.O). A utilizacdo do
software Soft MaxPro® (Molecular devices LLC, Chicago, IL, EUA) permitiu a
normalizacdo dos valores de D.O e a conversao destes para niveis de concentracéo
de IL-10 e IFN-y em pg/mL.

3.9 Quantificacdo dos niveis de imunoglobulina G anti-Leishmania spp. por

ensaio enziméatico (ELISA)

Os anticorpos IgG anti-Leishmania presentes no plasma dos pacientes foram
guantificados pelo método imuno-enzimatico indireto de ELISA, utilizando antigenos
soluveis de L. braziliensis ou L. guyanensis adsorvidos em uma placa de 96 pocos
de fundo chato (Costar; Corning Incorporated, NY, EUA) por no minimo doze horas
(overnight). No dia seguinte, ap6s a lavagem da placa com wash buffer (PBS
Tween20 a 0,05%), foram adicionadas as amostras de plasma e ap0s a incubacéo
de duas horas, também o conjugado anti-lgG de humano marcado com peroxidase
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA), e cromdgeno soluvel OPD-

ortofenildiamina (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). A leitura foi realizada em
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espectrometro no comprimento de onda de 450nm. Os resultados foram expressos
como indice ELISA ou densidade o6ptica (DO).

3.10 Analise estatistica

A significancia em comparacdes simples entre dois grupos foi avaliada pelo
teste t. J& as comparacdes de multiplos grupos foram feitas por analise de variancia
(ANOVA) e analises de correlacdo avaliadas pelo teste Pearson. Tratando-se de
uma amostragem com distribuicdo fora da normalidade, os dados foram analisados
pelos testes Mann-Whitney, Kruskal-Wallis e ANOVA para comparacao entre
medianas e o teste de Spearman para andlise de correlacdo (GraphPad Software
Inc., San Diego CA, EUA). Foram consideradas estatisticamente significativas as

diferencas que apresentarem valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS

A secao resultados serd dividida em quatro blocos. O primeiro bloco ir4
abordar as informacgdes gerais dos individuos que compde a casuistica do estudo,
tais como dados epidemioldgicos, clinicos, quantidade e viabilidade de CMSP; o
segundo bloco trard os resultados de quantificacdo de anticorpos IgGl anti-
Leishmania e IgG3 anti-Leishmania; o terceiro bloco incluird resultados da
guantificacdo de citocinas em plasma e sobrenadante de cultura das CMSP; e o
guarto e ultimo bloco tratara dos resultados de caracterizacdo fenotipica de linfocitos
T do sangue periférico . A casuistica segue a seguinte subdivisdo: pacientes com
acompanhamento completo (antes, durante e apds o tratamento) e do paciente com
falha terapéutica.

4.1 Caracteristicas clinicas, demograficas e epidemiolégicas dos pacientes

incluidos no estudo

De janeiro a dezembro de 2016, foram recrutados dezessete pacientes com LC
atendidos no ambulatério de dermatologia da FMT-HVD (AM). Destes, sete
pacientes retornaram no meio e apo6s o fim do tratamento, completando todo o
acompanhamento terapéutico que o estudo prop6s. Entretanto, quatro pacientes
foram excluidos do estudo por: ndo terem sido obtidas quantidade suficiente de
CMSP (pacientes 006/16 e 004/16), a amostra ter sido considerada inadequada para
0 processamento (paciente 012/16), e porque a idade do paciente era superior ao
limite etario descrito para o estudo (paciente 001/16). A tabela 1 apresenta os dados
demograficos, epidemiologicos e clinicos dos 14 pacientes que compuseram O
estudo. O item “tempo de doenga” equivale ao periodo que o paciente notou o inicio
da lesdo até o seu atendimento médico; esse tempo foi relatado pelo proprio
paciente durante a consulta. Todas as informacdes foram obtidas pela equipe

médica colaboradora do estudo.

O item “tamanho da lesao” equivale a uma média aritmética entre a area da
menor e da maior lesdo em centimetros quadrados, para aqueles pacientes que
apresentaram mais de uma leséo; para os pacientes com apenas uma leséo, o valor

assinalado é referente a area da sua lesdo em centimetros quadrados, considerando
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a lesdo como uma forma geométrica eliptica, dessa forma o célculo é feito pela
formula: A2 = T X R X .

A média de idade dos pacientes foi de 28 anos, onde a faixa etaria variou de
dezenove a trinta e sete anos. Do total de pacientes recrutados apenas um era do
sexo feminino, e pelo menos seis tinham atividade ocupacional associada
diretamente a mata (militar; agente de endemias, empresario de turismo, agricultor,
agropecuario e madeireiro).

Quanto aos aspectos clinicos da LC, todos os pacientes tiveram resultado
parasitolégico da lesdo positivo (imprint). As lesGes foram localizadas com maior
frequéncia no membro inferior (n= 9), seguida pelo membro superior (n=3) e tronco
(n=2). A maior parte dos pacientes apresentou apenas uma lesdo (n=8), mas
também foram observados pacientes com duas (n=2), trés (n=2) e quatro lesdes
(n=1).

O tempo médio de doenca foi de aproximadamente 69 dias. O acometimento
de ganglios linfaticos associados (linfangite) foi descrito para quatro pacientes, todos
apresentaram tempo de doenca superior a 50 dias; dentre estes, trés apresentavam
mais de uma lesdo. O tamanho médio das lesdes (medida de area em cm?) foi de
3.03 cm® e o aspecto das lesdes de todos os pacientes foi classificado como
“ulcerosa’.

Do total de pacientes recrutados, apenas sete (41,1%) retornaram nos trés
tempos de acompanhamento proposto pelo estudo, logo, o desfecho clinico foi
avaliado apenas nestes individuos. Dessa forma, seis pacientes tiveram sucesso
terapéutico (85,7%), e apenas um paciente apresentou falha terapéutica (14,3%) de

acordo com os critérios ja descritos na secao 3.2 desse trabalho.
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas e demogréaficas dos pacientes de leishmaniose cutanea incluidos no estudo.

o - TempPO  Nimero  Area Exame
Identificagdo  Género Idade Ocupagéao de de lesio  Localizaco  Aspecto Linfangite direto Desfecho
do paciente (anos) doenca ~ 2 & P 9 . . clinico
: lesdes (cm?) (imprint)
(dias)
001/16 M 71 Agricultor 90 2 7.06 Tronco Ulcerosa N&o Positivo ni
002/16 M 29 Fiscal de 53 2 ni Tronco/orelha  Ulcerosa/tuberosa  Sim Positivo ni
trafego
003/16 M 15 Desempregado 43 1 ni MI Ulcerosa N&o Positivo ni
005/16 M 34 Taxista 30 1 2.35 MS Ulcerosa N&o Positivo Falha
terapéutica

007/16 M 34 Agropecuario 90 1 ni MI Ulcerosa N&o Positivo ni

008/16 M 21 Estudante 90 3 ni MI Ulcerosa Sim Positivo Cura

009/16 M 19 Desempregado 60 1 MI Ulcerosa Sim Positivo ni
4.71

010/16 F 47 Costureira 45 1 MS Ulcerosa Nao Positivo ni
4.71

011/16 M 30 Empresario 120 4 ni MS/MI Ulcerosa Sim Positivo ni

turismo

013/16 M 21 Militar 108 3 MI Ulcerosa/papulosa N&o Positivo Cura
0.47

014/16 M 33 Madeireiro 60 1 MI Ulcerosa Nao Positivo Cura
1.96

015/16 M 35 Agente de 90 1 MI Ulcerosa Nao Positivo Cura

endemias 0.94
016/16 M 37 Pedreiro 21 1 ni MI Ulcerosa Nao Positivo Cura
017/16 M Cura

MI — membro inferior; MS — membro superior

Ni — ndo informado; M — masculino; F — feminino
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A Tabela 2 apresenta os parametros quantitativos e qualitativos das células
utilizadas para os experimentos, segundo o protocolo de obtengcao padronizado para
este estudo, utilizando os tubos CPT®. O tempo de processamento descrito na
tabela, equivale ao periodo de tempo em horas desde a coleta do sangue periférico
em Manaus (AM), até sua chegada ao LIPMed/RJ e posterior processamento. A
percentagem de viabilidade celular descrita equivale a quantidade de células que
nao incorporaram o corante azul de Trypan durante o processo de diluicdo em
relacéo ao total de CMSP quantificadas em camara de Neubauer. A incorporacéo do
corante e consequente coloracdo da célula de azul caracteriza que ha uma perda de
integridade de membrana citoplasméatica, o que denota morte celular. As CMSP
foram diluidas em uma parte da suspensédo celular para nove partes de azul de
Trypan (1:10).
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Tabela 2: Grau de recuperacao e viabilidade de células mononucleares de sangue periférico obtidas de sangue coletado em
tubo CPT®.

12 visita 22 yisita (10-20 dias apos inicio tratamento) 32 visita (final de tratamento)
Identifica Processamento Total PBMC (107 Viabilidade Processamento Total PBMC (107 Viabilidade Processamento Total PBMC (107 Viabilidade

¢ao (horas) cels/mL)* (%) (horas) cels/mL) (%) (horas) cels/mL) (%)
001/16 24 1,92 92 48 1,85 75
002/16 24 1,93 95
003/16 24 2,77 97
005/16 72 1,35 90 48 2,31 88 48 0,98 96
006/16 120 0,1 50
007/16 48 1,57 90
008/16 48 1,81 92 48 2,18 87 48 1,37 96
009/16 48 2,46 96
010/16 48 1,41 96 48 1,36 96
011/16 48 1,16 60
013/16 48 2,21 88 48 1,75 94 48 1,83 98
014/16 48 1,83 97 48 1,33 99 48 2,10 98
015/16 48 1,75 98 48 2,77 98 48 1,71 98
016/16 48 1,93 98 48 1,57 98 48 2,13 98
017/6 48 1,73 99 48 2,15 98 48 2,11 97

* O rendimento observado para cada coleta foi obtido a partir de 16 mL de sangue periférico (2 tubos CPT - 8mL)
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A média de obtencdo de CMSP do estudo foi de 17,8x10° células/mL
considerando todos os pacientes incluidos e todos os periodos avaliados; e a média
de viabilidade foi de 95%, também dentro do citado para a obtencdo de CMSP,
ratificando que a logistica de envio, transporte e processamento proposto pelo
estudo foi adequada para se realizar experimentos com amostras oriundas de

localidades distantes do Rio de Janeiro, como no caso da regido Norte no Brasil.
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4.2 Quantificagdo de imunoglobulinas anti-Leishmania spp.

4.2.1 Avaliacdo dos niveis de imunoglobulina G, isotipo IgG-1 e 1gG-3 anti-

Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Viannia) guyanensis

A quantificagdo de imunoglobulinas foi realizada nas amostras de plasma
previamente congeladas (-70°C) na data de processamento das mesmas. Foram
realizadas analises do perfil de Igs das subclasses IgG-1 e 1gG-3 para L. (V.)
braziliensis e L. (V.) guyanensis por ensaio enzimatico colorimétrico indireto (ELISA)
padronizado in house.

Houve uma forte correlacdo positiva (r=0,935; p <0,001) entre os niveis de Ig
anti- L. (V.) braziliensis e anti- L. (V.) guyanensis nos dois isotipos analisados (IgG1
e 1gG3), o que reforca que a dosagem de Ig especifica para cada espécie
independente de seu isotipo ndo € capaz de distinguir entre as duas infec¢des. Por
isso, as dosagem de Ig posteriores foram realizadas apenas para IgG1 e IgG3 anti-
L. (V.) guyanensis.

Correlacao Lbra X L. guy

0.5-

0.44
;- 0.34
o Pearson r = 0,935
=1 0.25 P<0.0001

0.14

0.0 T T ] ] |}

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Lbra

Figura 6: Andlise da associacao entre da quantificacdo de imunoglobulinas em
placas de ELISA sensibilizadas com antigenos de Leishmania (Viannia)
guyanensis (Lg) e anti- L. braziliensis (Lb). Cada ponto representa os valores de
imunoglobulinas de um paciente.
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4.2.2 Avaliacdo dos niveis de imunoglobulina G, isotipo IgGl e IgG3 anti-
Leishmania (Viannia) guyanensis

Foi realizada a dosagem das imunoglobulinas dos isotipos IgG1 e IgG3 anti-
L. (V.) guyanensis. Foi incluida na analise grafica a média da densidade 6ptica (D.O)
das Igs avaliadas no plasma dos individuos sadios (cinco) de area endémica
(controles), tal valor esta representado pela linha tracejada (figura 7).

A maioria dos pacientes (onze de quinze) apresentou niveis quantificaveis de
lg1 e de IgG3 na fase de doencas ativa. E possivel observar, no entanto, que dois
pacientes, evoluiram com reducao dos niveis de IgG1 no fim do tratamento, quando
comparado ao periodo antes do tratamento (008/16, 014/16, 016/16) e que esse

padrao se repete para IgG3.
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Figura 7: Quantificacdo de imunoglobulinas (IgGl e IgG3) a anti-
Leishmania (Viannia) guyanensis de pacientes de leishmaniose
cutdnea avaliados antes, durante e depois do tratamento anti-
Leishmania. Cada simbolo representa um paciente (n=15) e a linha
continua agrupa cada paciente em diferentes periodos de avaliacéo.
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4.3 Avaliacdo dos niveis de citocinas pro- e anti-inflamatdrias em plasma e
sobrenadantes de cultura de células mononucleares de sangue periférico

pés-estimulo antigénico

4.3.1 Quantificagcdo IL-10 e IFN-y no plasma de pacientes de leishmaniose

cutanea

O limite de deteccao do ELISA para IFN-y foi de 130,0 pg/mL — 2291,0 pg/mL;
Ja o limite de deteccao para IL-10 foi de 39,0 pg/mL — 1763,0 pg/mL. As amostras
de plasma foram usadas para analise em duplicata sem diluicdo prévia, no entanto,
todas as amostras tiveram absorbancia menor do que o limiar de deteccéo do kit e
por isso, ndo foi possivel obter resultado para nenhuma amostra plasmatica de

controle ou paciente, tanto para IL-10, quanto para IFN-y.

4.3.2 Quantificacdo de interferon gama (IFN-y) por células mononucleares

estimuladas in vitro com antigenos de Leishmania spp.

As CMSP de todos os pacientes incluidos no estudo foram submetidas a
cultivo in vitro na presenca ou nao (background - BG) de estimulacdo antigénica com
antigeno de L. (V.) braziliensis; L. (V.) guyanensis ou T. gondii. A Figura mostra os
valores de IFN-y em pg/mL para os pacientes em doenca ativa (n=14).

Dentre os 14 pacientes estudados, o estimulo de Lg induziu producéo de IFN-
y em 8 casos, enquanto para Lb 5 casos foram secretores. Além disso, 0s niveis de
IFN-y foram mais elevados quando estimuladas por Lguy em comparacdo a Lbra.
Dois pacientes produziram IFN-y espontaneamente, ou seja, nas culturas controle, e
12 casos foram secretores frente a Tg.

E importante salientar que os pacientes produtores de IFN-y para o estimulo
de Lg ndo sdo os mesmos produtores para Lb. De fato, quatro pacientes (002/16,
005/16, 007/16 e 008/16) foram produtores em ambos 0s estimulos e por essa razéo

estdo graficamente coloridos na figura 8.
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Figura 8 - Producédo de IFN-y por células mononucleares de sangue
periféerico (CMSP) de pacientes com leishmaniose cutanea antes do
tratamento. As CMSP foram cultivadas frente exposicéo a antigenos de Leishmania
(Viannia) guyanensis (Lg); L.(V.) braziliensis (Lb) e Toxoplasma gondii (Tg) ou meio
de cultura (BG) e o sobrenadante foi coletado apds o 5° dia em cultivo. Cada ponto
representa um paciente (n=14). A linha horizontal continua representa a média de
cada grupo, e a linha horizontal tracejada representa a média dos valores de IFN-y
dos individuos controle (n=3). A analise estatistica foi feita pelos métodos Mann-U-
Whitney e t pareado. ** p < 0,01; *** p< 0,001.
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4.3.3 Quantificagcdo de IFN-y no sobrenadante de células mononucleares de
sangue periférico dos pacientes de leishmaniose cutanea
acompanhados na doenca ativa, meio do tratamento e fim de tratamento.

A figura 9, mostra o resultado de IFN-y para os 7 pacientes acompanhados
longitudinalmente. Destes, trés produziram IFN-y em resposta a Lg antes do
tratamento, dentre eles o caso que apresentou falha terapéutica (005/16), embora
com niveis muito baixos. Os dois pacientes com niveis elevados de IFN-y
apresentaram reducdo da producdo desta citocina especificamente no meio de
tratamento, O mesmo se passou com 0 paciente com altos niveis de IFN-y em
resposta a L.b. Por outro lado, apenas um paciente ndo produziu IFN-y frente ao

estimulo com Tg, mas que recuperou ao longo do acompanhamento.
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Figura 9 - Producgédo de IFN-y por células mononucleares de sangue periférico
(CMSP) de pacientes com leishmaniose cutanea antes (AT), durante (MT) e
ap6s o fim do tratamento (FT). As CMSP foram cultivadas frente exposicdo a
antigenos de Leishmania (Viannia) guyanensis (Lg); L.(V.) braziliensis (Lb) e
Toxoplasma gondii (Tg) e o sobrenadante foi coletado ap6s o 5° dia em cultivo. Cada
ponto representa um paciente (n=7). Cada ponto representa um paciente unido por
uma linha. A linha verde representa o paciente que apresentou falha terapéutica ao
antimonial pentavalente (005/16). A andlise estatistica foi realizada pelos métodos
Mann-U-Whitney e t pareado.

4.4 Caracteristicas fenotipicas e funcionais de linfocitos T de pacientes de
leishmaniose cutédnea na doenca ativa, durante e ap6s o tratamento anti-

Leishmania.

Os resultados de imunofenotipagem das CMSP estdo divididos em quatro
secdes principais. A primeira descreve o fenotipo celular das células T (percentual
de T CD3'CD4" e T CD3"CD4") e o grau de ativagdo desses fenotipos de acordo
com os receptores HLA-DR e CD69. A segunda secdo avalia o percentual das
células T de memoéria efetora em T CD4" e T CD4 (TME). A terceira se¢éo tem por
intuito mostrar o perfil de expressdo do fenotipo senescente em células T (T CD4" e
T CD4Y), ao longo do acompanhamento do estudo. A quarta e Ultima secdo desse
item mostra o percentual de células T regulatorias secretoras de IL-10 para o0s
pacientes de leishmaniose cutanea ao longo do acompanhamento terapéutico.

No item anexo, encontram-se resultados preliminares sobre o percentual de
células NK e NKT, e células T (T CD4" e T CD4") produtoras de citocinas, além de
granzima; durante acompanhamento terapéutico de um paciente. No anexo também
estdo as tabelas com os percentuais de todas as células T de memoria (TME, TMC,
Tnaive e TEMRA) para os fenotipos avaliados, além de demonstrar o grau de
ativacdo destas células de acordo com a expressdo dos receptores CD38 e HLA-
DR.
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4.4.1 Frequéncia de células T CD3'CD4" e T CD3'CD4’, em pacientes com
leishmaniose cutanea, na doenca ativa e ao longo do tratamento anti-

Leishmania.

Seis pacientes foram incluidos nesta andlise, todos em questao obtiveram
sucesso terapéutico. A figura 10 mostra os percentuais médios de linfécitos T
CD3'CD4" e T CD3*CD4’, para as condi¢bes ex vivo e apds cultivo in vitro mediante
diferentes estimulos antigénicos. Os niveis circulantes de células T e seus fenétipos
ndo sao alterados antes, durante e apés o tratamento. Quando se estimula as CMSP
in vitro, nos devidos periodos de acompanhamento, também se observa que o
estimulo antigénico ndo modula os percentuais destas células, ja que € observado,
aproximadamente, a mesma frequéncia para estas antes, durante e apds o

tratamento.
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Figura 10: Frequéncia de células T CD3'CD4" e T CD3"CD4 circulantes e apés
cultivo in vitro em pacientes com leishmaniose cutanea antes, durante e apos
o tratamento. As células mononucleares de sangue periférico foram avaliadas ex
vivo, e in vitro apds o 5° dia de cultivo com antigenos de L. braziliensis (Lb); L. (V.)
guyanensis (Lg); T. gondii (Tg) e na auséncia de estimulo (BG). A imagem A mostra
o percentual de células T CD3'CD4" e T CD3'CD4 antes do inicio do tratamento. A
imagem B mostra essas células no meio do tratamento, e a imagem C ao final do
tratamento. Os valores estdo expressos em média acompanhados do desvio-padréao
para cada grupo. O grupo controle é composto por cinco individuos de area
endémica sem histérico de LTA

4.4.2 Frequénciade células T (CD3") ativadas, e dos fenotipos T CD4" e T CD4
em funcdo dos marcadores de ativacdo CD69 e HLA-DR nos pacientes

com leishmaniose cutadnea com doenca ativa e ao longo do tratamento.

O grau de ativacdo das células T frente ao estimulo com antigenos de
Leishmania foi avaliada pela expressdo na membrana de HLA-DR e CD69, nas
subpopulagdes fenotipicamente definidas como células T CD4" e T CD4".

A figura 11 mostra como a estimulac&o antigénica das CMSP apoés cinco dias
com os antigenos parasitarios ja citados interferiu na expressao desse receptor em
células: T; T CD4" e TCD4 (respectivamente, e da esquerda para a direita da
imagem). A linha horizontal escura em cada grafico equivale a mediana daquele
grupo e seus respectivos interquartis (25% e 75%).

A avaliacao foi feita nos trés tempos de acompanhamento de cada paciente
incluido no estudo (“antes do tratamento”; “meio do tratamento” e “fim do
tratamento”, respectivamente e de cima para baixo).

A imagem mostra que de maneira geral, o antigeno nao foi capaz de induzir
nas CMSP a maior expressao desse receptor quando comparado as células que nao
foram submetidas ao estimulo (BG - background), ja que nédo foi observada
significAncia estatistica entre nenhuma analise realizada (p>0,05 — kruskall-wallis).
No entanto, a disperséo individual de cada paciente pode mostrar que o estimulo de
Leishmania (V.) braziliensis e T. gondii foi capaz de estimular as células a estar em
um estado ativado com maior intensidade do que o antigeno de Leishmania (V.)

guyanensis.
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J& a avaliacdo do marcador CD69 de ativacdo precoce, mostrou-se diferente
do que para HLA-DR. Onde foi nitido observar, em todos os fenétipos e tempos de
acompanhamento avaliados, que o estimulo antigénico induzia a expressdo do
marcador, indicando que as CMSP foram ativadas (figura 12).

Na fase de doenca ativa, a populacdo total de células T CD3" e as
subpopulacdes fenotipicas analisadas expressam mais CD69 apds estimulacao in
vitro com antigeno de L. (V.) braziliensis (p < 0,009) do que os demais antigenos. E
interessante avaliar que os pacientes antes de iniciar o tratamento apresentam
maiores percentuais de ativacdo celular, baseada nesse marcador, e que essa
frequéncia de expressao vai decaindo ao longo do tratamento, onde no Ultimo tempo
analisado (“final de tratamento”) em geral, as medianas tém valores 10% menores
do que aquelas para o tempo “antes do tratamento”.

A rigor, ndo houve definicdo de células T CD8", somente do fenétipo T CD4’,
no entanto, estas se mostram como as mais importantes respondedoras ao estimulo
de L. (V.) guyanensis, ja que nos trés periodos temporais acompanhados, houve um
aumento significativo na expressao do CD69 apoOs a estimulacdo in vitro; mas vale
salientar que, assim como a percentagem de ativacao celular avaliada pelo marcador
CD69 diminui no periodo “fim de tratamento” quando comparado aos outros dois
iniciais, ha concomitante reducdo na expressdo desse marcador para as CMSP
estimuladas com Ag-Lg comparadas com BG, ou seja, a acdo do estimulo antigénico
sobre as células T CD8" ¢ menos intensa no fim do tratamento quando comparado ao
periodo inicial avaliado. E possivel se observar tal fato comparando-se o valor p de
BG versus Lg no periodo antes do tratamento (imagem C,figura 12; p = 0,008) e no

final do tratamento (imagem I, figura 12; p = 0,016).
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Figura 11: Frequéncia de HLA-DR em células T (CD3"), T CD4" e T CD4 dos pacientes com leishmaniose cutanea apoés
estimulacdo in vitro; em doenca ativa e ao longo do tratamento. As células mononucleares de sangue periférico foram avaliadas
para o percentual de linfocitos T CD3" que expressam HLA-DR quando estimulados in vitro com antigenos de Leishmania (V)
guyanensis (Ag-Lg); Leishmania (V.) braziliensis (Ag-Lb) e Toxoplasma gondii (Ag-Tg) em relacdo aquelas ndo estimuladas (BG-
background). Imagem A-C: células T (CD3"), T CD4" e T CD4, respectivamente dos seis pacientes com acompanhamento terapéutico
completo no periodo “antes do tratamento”; imagem D-F: células T (CD3"), T CD4" e T CD4’, respectivamente dos seis pacientes com
acompanhamento terapéutico completo no periodo “meio do tratamento” e imagem G-I: células T (CD3+), T CD4+ e T CD4-,
respectivamente dos seis pacientes com acompanhamento terapéutico completo no periodo “fim de tratamento”. A linha horizontal em
cada grupo de analise mostra o valor de mediana para esse grupo, e seus interquartis (25% e 75%). A representacédo dos pacientes é
feita graficamente como a seguir: 008/16 (¢); 013/16 (e); 014/16 (e); 015/16 (e); 016/16 ( ) e 017/16 (e). Nao houve significancia
estatistica entre nenhum grupo avaliado (p > 0,05 — Wilcoxon teste).

78



Antes do tratamento

A‘;‘- A
] t
Lg Tg

1004

o

80
0

40
0
0

-$ad we 69a0 %

100+

[21]

*k

T
(= =]

v
20— %
L 4
3
BG

80

Lyad wa 6949 %

7
Lb

1+

i

1004

80+
0
0
0
0

,£00 WL 69a9 %

Meio do tratamento

**

4
F—

J.,L.,

H-

Lb

BG

1
1
T T T T
(=] (=3 w
o © © N
-

T
(=] o

E

(@]

_¥A@d wL 69A9 %
.TFW
A -Lb
I =t
4
1 Tm.
< *
> L—l_l.%
I T L T T
(= (=] o o (=] o
m © © < N
pad we 69ad %
*
1 TF_W..
1 L 4 a
Tn'!|‘L
1 L
o
> | o
WT @
| 1 1 ) 1
8 8 8 8 & °©

L£00 WL 69A9 %

Fim de tratamento

@
1 -
_ o
lo—e- <
1 jo—o _ <
| =
l®- <le 'Y
1le 1_4 >

+

Tg

Lb

Lg

BG

I

o

I 1}
S 8 8 ¥ 8 °©
¥AaD WL 6940 %
2
.T|*L._m.
1 V.YAAT--b
* -
A ¥
J
*
(O]
1 To_il.
> o
I T T T 1
(=1 (=] o o (=] o
m © © < N
,vad we 69a92 %
1 TILnli'_m,
1 ]
T"|0|10 a
[ ] *
.TlvVl!.m_,
*|
X TT.T...%
] | 1 1 1
(=1 (=] (=] (=] (=] o
m 0 © < N

,£00 W 6900 %



Figura 12: Frequéncia de CD69 em células T (CD3%), T CD4" e T CD4 dos pacientes com leishmaniose cutanea apos
estimulacédo in vitro; em doenca ativa e ao longo do tratamento. As células mononucleares de sangue periférico foram avaliadas
para o percentual de linfécitos T CD3" que expressam CD69 quando estimulados in vitro com antigenos de Leishmania (V) guyanensis
(Ag-Lg); Leishmania (V.) braziliensis (Ag-Lb) e Toxoplasma gondii (Ag-Tg) em relacdo aquelas nao estimuladas (BG- background).
Imagem A-C: células T (CD3%), T CD4" e T CD4, respectivamente dos seis pacientes com acompanhamento terapéutico completo no
periodo “antes do tratamento”; imagem D-F: células T (CD3%), T CD4" e T CD4, respectivamente dos seis pacientes com
acompanhamento terapéutico completo no periodo “meio do tratamento” e imagem G-I: células T (CD3+), T CD4+ e T CD4-,
respectivamente dos seis pacientes com acompanhamento terapéutico completo no periodo “fim de tratamento”. A linha horizontal em
cada grupo de analise mostra o valor de mediana para esse grupo, e seus interquartis (25% e 75%). A representacédo dos pacientes é
feita graficamente como a seguir: 008/16 (*); 013/16 (¢); 014/16 (*); 015/16 (*); 016/16 ( ) e 017/16 (). * p < 0,05; ** p < 0,005, Teste t
pareado nao parameétrico.
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4.4.3 Frequéncia de células T CD3'CD4" e T CD3'CD4 circulantes e apds
estimulo in vitro; na doenca ativa e ao longo do tratamento em paciente

com leishmaniose cutanea que apresentou falha terapéutica.

O paciente que apresentou falha terapéutica (005/16) teve uma avaliacao
individual do percentual de suas células T e seus perfis de memoria. Como apenas
um paciente se enquadrou nesse grupo, 0s resultados serdo expressos em
percentual de cada populacao celular.

O resultado do percentual de células T CD3'CD4" e T CD3*CD4” estdo na
figura 13. Apesar da marcante diminuicdo de células T CD3"CD4" em relagéo as
células T CD3'CD4 durante o cultivo e estimulagdo antigénica em todos os periodos
(antes, meio e fim de tratamento) observados quando comparado aos controles, néo

foi possivel realizar nenhuma inferéncia estatistica.
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Figura 13 - Frequéncia de células T CD3'CD4" e T CD3"CD4 circulantes e ap6s
cultivo in vitro; antes, durante e apOs tratamento de paciente com
leishmaniose cutanea que apresentou falha ao antimonial pentavalente. As
células mononucleares de sangue periférico foram avaliadas ex vivo, e in vitro ap6s
0 5° dia de cultivo com antigenos de L. braziliensis (Lb); L. (V.) guyanensis (Lg); T.
gondii (Tg) e na auséncia de estimulo (BG). A imagem A mostra o percentual de
células T CD3'CD4" e T CD3'CD4  antes do inicio do tratamento. A imagem B
mostra essas células no meio do tratamento, e a imagem C ao final do tratamento.
Os valores estao expressos em percentual absoluto. O grupo controle € composto

por cinco individuos de area endémica sem histérico de LTA

4.4.4 Frequénciade células T (CD3") ativadas, e dos fenotipos T CD4" e T CD4
em funcdo dos marcadores de ativacdo CD69 e HLA-DR no paciente com
leishmaniose cutanea que apresentou falha terapéutica; na doenca ativa

e ao longo do tratamento.

Foi realizada uma analise mais ampla e robusta da ativacdo das células T e
seus principais fenotipos, utilizando como marcadores as moléculas de ativacao
HLA-DR e CD69.

A figura 14 mostra o percentual das células que expressam a molécula HLA-
DR em sua superficie dentre as células circulantes (ex vivo) e apés estimulacéo in
vitro com antigenos parasitarios especificos. Na figura 15 é possivel observar que as
células T CD3"CD4" sdo as que se mostram mais ativadas pela expresséo de CD69.
Tal ativacdo € maior antes e durante o tratamento, além de ser mais frequente
guando para as CMSP estimuladas com antigeno de L. (V.) braziliensis.

Ja a Figura , mostra o percentual de linfécitos T que expressam o marcador
precoce de ativacdo, CD69. Para essa molécula, é observado que apenas no meio
do tratamento € que as células T e seus fenétipos passam a expressar CD69 em
guantitativo a ser considerado. A expressao de CD69 se mantém apos o fim do
tratamento, e assim como descrito para HLA-DR (figura 15), as células T CD3* CD4"
sao o principal tipo celular que tem a expressao de CD69 modulada positivamente

em decorréncia da avaliacdo in vitro.
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Figura 14: Frequéncia da expressdo do receptor HLA-DR em células T
circulantes (ex vivo) e in vitro apos estimulo antigénico em células T e seus
fenétipos T CD4" e T CD4 no paciente que apresentou falha terapéutica; na
doenca ativa e ao longo do tratamento. As células mononucleares de sangue
periférico foram avaliadas ex vivo e no 5° dia (in vitro) de cultivo na auséncia de
estimulo (BG) e com antigenos especificos: L. braziliensis (Lb); L. (V.) guyanensis
(Lg); T. gondii (Tg). As imagens A, B e C mostram respectivamente o paciente
005/16 na doenca ativa, durante e ap0s o tratamento. A figura representa as
frequéncias de HLA-DR em linfocitos T e seus fenétipos em percentual absoluto.
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Figura 15: Frequéncia da expressao do receptor CD69 circulantes (ex vivo) e in
vitro apds estimulo antigénico em células T e seus fenotipos T CD4" e T CD4
no paciente que apresentou falha terapéutica; na doenca ativa e ao longo do
tratamento. As células mononucleares de sangue periférico foram avaliadas ex vivo
e no 5° dia (in vitro) de cultivo na auséncia de estimulo (BG) e com antigenos
especificos: L. braziliensis (Lb); L. (V.) guyanensis (Lg); T. gondii (Tg). As imagens
A, B e C mostram respectivamente o paciente 005/16 na doencga ativa, durante e
apos o tratamento. A figura representa as frequéncias de CD69 em linfécitos T e
seus fendtipos em percentual absoluto.

4.45 Frequéncia de linfocitos T de memoria efetora em pacientes com
leishmaniose cutanea com doenca ativa e ao longo do tratamento anti-

Leishmania.

A avaliagdo dos perfis de memoria de célula T dos individuos de éarea
endémica (controles) esta expressa na Tabela 3 do anexo.

Para a melhor visualizacdo do perfil de resposta de cada individuo, frente a
um antigeno, e mostrar que esse padrédo de resposta pode diferir ainda na doenca
ativa e ao longo do tratamento, foi confeccionada a figura 16, que mostra de maneira
individual como € o comportamento dos individuos sadios de éarea endémica
(controles) para a populacéo de TME.

Ja as tabelas Tabela 4, Tabela 5 e Tabela 6 (anexo) mostram a frequéncia
das células T de memoria avaliadas ex vivo e in vitro para 0S pacientes com
leishmaniose cutanea antes, durante e apds o tratamento. A figura 17 e figura 18
mostra a avaliacdo individual do percentual de células TME tanto para os pacientes
durante o acompanhamento do estudo. Essa analise foi importante para inferir que
mesmo todos os pacientes desse grupo (n=6) tenham obtido sucesso terapéutico, ha
uma variagdo em como cada paciente interage com o estimulo antigénico. Uma
avaliacado individual € importante para melhor compreensao dos valores de mediana,
fold e valor de p descrito nas tabelas. O perfil de ativacdo dessas células T de
memoria encontra-se no anexo.

O perfil de frequéncia de células T de memoria e seus perfis de ativacédo para

0 paciente que teve falha terapéutica encontra-se no anexo.
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Figura 16: Frequéncia de linfocitos T CD3'CD4" e T CD3'CD4 de memdria efetora nos individuos sadios de area endémica apds
cultivo com antigenos parasitarios especificos. As células mononucleares de sangue periférico foram avaliadas ap6s estimulagéo in
vitro (5° dia) com antigenos de L. (V) guyanensis (Ag-Lg); L. (V.) braziliensis (Ag-Lb) e T. gondii (Ag-Tg). O percentual de células T
CD3'CD4" e T CD3'CD4 de memodria efetora é avaliado em relagdo aquelas ndo estimuladas (BG- background). Os graficos A-C
representam os ensaios in vitro realizados para o fenétipo T CD3"CD4"; D-F aqueles para o fenétipo T CD3*CD4".
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Figura 17: Frequéncia in vitro de linfécitos T CD3"CD4" de memdria efetora em pacientes com leishmaniose cutanea antes,
durante e apds o tratamento anti-Leishmania. Representacéo individual do percentual de células T CD3+CD4+ de memoria efetora
quando estimuladas in vitro (5° dia) com antigenos de L. (V) guyanensis (Ag-Lg); L. (V.) braziliensis (Ag-Lb) e T. gondii (Ag-Tg) em
relacdo aquelas ndo estimuladas (BG- background). Os graficos A-C representam 0s ensaios in vitro realizados no tempo antes do inicio
do tratamento (“doencga ativa”); D-F durante o curso terapéutico (meio do tratamento); e G-1 no fim do tratamento. A representacdo dos
pacientes é feita graficamente como a seguir: 008/16 (e); 013/16 (¢); 014/16 (¢); 015/16 ( ); 016/16 (*) e 017/16 (°).
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Figura 18: Frequéncia in vitro de linfécitos T CD3'CD4 de memoria efetora em pacientes com leishmaniose cutanea antes,
durante e apds o tratamento anti-Leishmania. Representacédo individual do percentual de células T CD3+CD4- de memoria efetora
quando estimuladas in vitro (5° dia) com antigenos de L. (V) guyanensis (Ag-Lg); L. (V.) braziliensis (Ag-Lb) e T. gondii (Ag-Tg) em
relacdo aquelas ndo estimuladas (BG- background). Os graficos A-C representam 0s ensaios in vitro realizados no tempo antes do inicio
do tratamento (“doencga ativa”); D-F durante o curso terapéutico (meio do tratamento); e G-1 no fim do tratamento. A representacdo dos

pacientes é feita graficamente como a seguir: 008/16 (e); 013/16 (¢); 014/16 (¢); 015/16 ( ); 016/16 (*) e 017/16 (°).
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4.5 Frequéncia de células T (CD3%), T CD4" e T CD4  em perfil de senescéncia
celular (CD57°CD27°), nos pacientes com leishmaniose cutanea, durante

doenca ativa e ao longo do tratamento anti-Leishmania.

Foi avaliado de maneira geral, o percentual das células T e seus principais
fenotipos indicativos de senescéncia celular. O estudo define senescéncia como a
ndo expressao de um importante marcador de superficie celular de linfécitos T, o
CD27, que é uma molécula co-estimulatéria, ou seja, sua presenca € indispensavel
para a correta ativacdo e desenvolvimento de uma resposta adequada. Células
senis, em geral, ndo expressam esse receptor porque séo incapazes de responder
adequadamente a um estimulo que induza o desenvolvimento de uma resposta
imune, ja que dificilmente geraréo células efetoras competentes para desempenhar
sua funcdo. J4 o CD57 é um classico marcador de senescéncia, sendo expressas
em linfocitos, células NK e NKT do sangue periférico, e tende a ser expresso apos
sucessivas multiplicagcdes celulares.

A figura 19 mostra o percentual de células senescentes dentre aquelas T
CD3+, T CD4+ e T CD4- de acordo com o estimulo antigénico aplicado e também ex
vivo. Os valores na figura 19 estdo expressos em meédia do percentual, com a
representacdo do desvio-padrdo para cada grupo. Nao houve diferenca estatistica
entre nenhuma andlise realizada (p > 0,05 — Kruskall-Wallis).

E possivel observar que as células T CD3'CD4 apresentam os maiores
percentuais de senescéncia, no entanto, ndo ha diferenca na frequéncia da

populacdo senescente em decorréncia do cultivo in vitro.
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Figura 19: Frequéncia de células senescentes em linfécitos T CD3+, T CD3+
CD4+ e T CD3+ CD4- circulantes (ex vivo), e frente a estimulos antigénicos em
pacientes com leishmaniose cutanea; antes, durante e apds o tratamento. As
células mononucleares de sangue periférico foram avaliadas ex vivo e no 5° dia apés
cultivo, na auséncia de estimulo (BG) e frente antigenos especificos: Leishmania (V)
guyanensis (Ag-Lg); Leishmania (V.) braziliensis (Ag-Lb) e Toxoplasma gondii (Ag-
Tg). Os resultados da imagem estdo em média seguido de desvio-padrdo para
determinado grupo. As imagens A, B e C representam respectivamente, avaliacdes
na doenca ativa, meio e fim do tratamento.

45.1 Frequéncia de células T (CD3"), T CD4" e T CD4 em perfil de
senescéncia celular (CD57°CD27), no paciente com leishmaniose
cutanea, que apresentou falha terapéutica; antes, durante a apdés o

tratamento.

Novamente o perfil de senescéncia celular usado pelo estudo, baseia-se na
expressdo do fendtipo CD57* CD27". A figura 20 abaixo mostra a representacdo do
percentual desse fenotipo avaliado para as células T, T CD4" e T CD4",

A figura 20 mostra que as células T CD4" sdo as que mais expressam um
perfil fenotipico de senescéncia celular, e que esse processo mostra-se de forma
mais marcante no meio do tratamento. No final do tratamento, a quantidade dessas
células expressando tal perfil senescente, é aproximadamente intermediaria entre o

guantitativo observado no periodo antes do tratamento e meio de tratamento.
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Figura 20: Frequéncia de células senescentes em linfécitos T CD3+, T CD3+
CD4+ e T CD3+ CD4- circulantes (ex vivo), e frente a estimulos antigénicos em
paciente de leishmaniose cutanea que apresentou falha terapeutica; antes,
durante e apds o tratamento. As células mononucleares de sangue periférico
foram avaliadas ex vivo e no 5° dia apG@s cultivo, na auséncia de estimulo (BG) e
frente antigenos especificos: L. (V) guyanensis (Ag-Lg); L. (V.) braziliensis (Ag-Lb) e
T. gondii (Ag-Tg). Os resultados da imagem estdo em percentual absoluto. As
imagens A, B e C representam respectivamente, avaliacdes na doenca ativa, meio e
fim do tratamento.

4.6 Percentual de células T regulatérias em pacientes com acompanhamento

terapéutico completo

O fendtipo de células T regulatdrias foi definido como CD4'CD25"FOXP3"IL-
10" e os resultados expressos na figura 21. Também se fez necessario avaliar se a
producéo de IL-10 tinha outra origem celular que ndo as células Tregs, por isso a
figura 21mostra a producgéo de IL-10 também no fendtipo celular CD4"CD25"FOXP3"
IL-10".
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Figura 21 - Frequéncia de linfécitos T CD4" reguladores (Treg)
produtores de IL-10 circulantes no sangue de pacientes com leishmaniose
cutanea antes, durante e apd0s o tratamento. As células mononucleares de
sangue periférico foram avaliadas ex vivo e o percentual de células Treg (CD4"
CD25" FOXP3") produtora de IL-10, encontra-se na imagem da esquerda. O
fenotipo classico de células T CD4" ativadas produtoras de IL-10 tem seu percentual
representado na imagem da direita. Os cinco pacientes sdo representados pelos
simbolos (¢) e foram analisados antes, durante e apds o tratamento. A linha
horizontal em cada grupo que compde os graficos € a média do grupo. Os pontos
unidos por uma linha representam o paciente que apresentou falha terapéutica ao
antimonial pentavalente (005/16). O controle € um paciente sem histérico de

leishmaniose.
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5 DISCUSSAO

5.1 Casuistica e resultados obtidos através das amostras biolégicas

Durante onze meses foram recrutados dezessete pacientes com LTA
atendidos na FMT-HVD (AM).

O estudo foi pioneiro em padronizar uma nova logistica de coleta e envio de
amostras biolégicas de Manaus (AM) para o Rio de Janeiro (RJ), mantendo os

critérios de recuperacdo celular proposto e viabilidade (> 80%). A coleta, transporte

e obtencdo de CMSP em tubo comercial CPT® foi padronizada antes do inicio do
recrutamento dos pacientes, e o tempo adequado para envio das amostras foi
avaliado de acordo com os critérios citados acima. As amostras biolégicas terem
sido colhidas, armazenadas e transportadas em tubo CPT® foi a melhor maneira
para se trabalhar biologicamente com tais células ja que a logistica entre AM-
RJManaus e Rio de Janeiro requer grande esforco de organizacdo de horarios,
empresas aéreas etc. No entanto, estudos ja tém demonstrado que as CMSP
isoladas de tubo CPT® podem apresentar diminuida sensibilidade para a deteccéo
de alguns receptores da superficie celular de linfocitos T, dentre estes, o CCR7
(Berhanu et al. 2003) usado nesse estudo como marcador que permite a definicdo
de distintos perfis de células T de memoria. Esse receptor, como a maioria daqueles
das familias dos receptores de quimiocinas, sdo muito facilmente internalizados em
endossomas e degradados quando ndo ha a forte e continua interacdo com o
ligante, ou ainda por processos quimicos e fisicos. Vale salientar, no entanto que o
perfil fenotipico de caracterizacao das células T e seus perfis funcionais de memoria
escolhido para este estudo € similar ao proposto pelo consércio de
imunofenotipagem desenvolvido pela Sociedade de imunologia Clinica dos EUA
(Finak et al. 2016). Para corroborar que a nossa marca¢do imunofenotipica foi
adequada para a deteccdo de CCR7, pode ser citado trabalho de Valian et al. (2013)
gue mostra percentuais de células T e seus perfis funcionais de memoéria (definidos
por CCR-7 e CD45-RA) semelhantes ao descrito nesse estudo.

De maneira controversa ao ja descrito pela literatura, onde o evento de falha
terapéutica em pacientes da regido Norte do Brasil ja foi associado com quase
metade dos pacientes recrutados para certos estudos (Romero et al. 2001; Guerra et

al. 2015), o nosso estudo sO conseguiu recrutar um paciente, dentre os sete com
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acompanhamento terapéutico completo, que teve falha terapéutica. Uma justificativa
pode ser o pouco tempo de inclusdo de pacientes no estudo (um ano) e ainda a
grande dificuldade que foi a sensibilizagdo dos pacientes para o0 retorno nos trés
tempos previstos e, ainda, a participacdo no estudo. O centro de Medicina Tropical
HVD, atende uma grande quantidade de pacientes todos os meses, muitos deles
oriundos de &reas fora da regido metropolitana de Manaus e, por isso, o retorno dos
pacientes acaba sendo inviabilizado por questbes financeiras. Aqueles que
retornam, por vezes nao querem participar do estudo, pois uma coleta sanguinea
acaba por ser mais um procedimento invasivo e doloroso para pacientes que ja
fazem uso de uma medicacdo de administracdo intramuscular. E importante
ressaltar ainda que houve perdas de inclusdo do estudo decorrente de falhas na

logistica de envio de amostras.

5.2 Respostaimune humoral mediada por IgG1l e IgG3 anti-Leishmania

A dosagem de imunoglobulinas no plasma de todos os pacientes incluidos no
estudo, ndo mostrou diferenca no nivel destas, durante o curso da doenca e nem
entre 0 grupo que obteve sucesso terapéutico e o paciente falha, isso foi avaliado
tanto para IgG-1 e IgG-3 . E possivel que devido & média do tempo de doenca (+ 69
dias), diferencas entre as Igs ndo puderam ser observadas, ja que para a LC este
ainda € considerado um periodo curto para observacdo de maiores niveis de Ig.
Como de maneira geral, os pacientes incluidos nesse estudo apresentaram baixos
niveis de Ig desde a fase ativa da doenca, diminuicbes progressivas neste
guantitativo ndo puderam ser observadas. Vale lembrar ainda, que apdés a incluséao
dos pacientes no estudo, os mesmos foram acompanhados por trinta dias, um
periodo de tempo também curto para que sejam observadas diferencas nos niveis
de Ig. No entanto, Guzman-Ribeiro et al. (2015), trabalhando com uma casuistica de
34 pacientes com LTA causada por L. (V.) braziliensis também ndo observou
diferencas nos niveis de Ig anti-Leishmania antes e apds o tratamento com
antimonial pentavalente. O grupo levanta como hipétese o fato de a LTA ser uma
doenca de manifestacdo localizada, onde dificilmente diferencas sistémicas seréo
observadas, como ocorre para LV (Guzman-Ribeiro et al. 2013).

Trabalho do nosso grupo também mostrou uma caracteristica interessante da
resposta humoral de pacientes de LTA causada por L. (V.) guyanensis (Matta et al.

2009). Nesse estudo, a avalicdo de Ig por immunoblot mostrou um menor
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reconhecimento antigénico dos anticorpos de pacientes com L. (V.) guyanensis,
gquando comparados aqueles com L. (V.) braziliensis. Quando Matta et al. 2009
avaliou a positividade do teste para cada espécie parasitéria avaliada, foi observado
gue em pacientes com L. (V.) braziliensis a sensibilidade da avaliacdo de Ig foi
superior daqueles pacientes com L. (V.) guyanensis. Esse fato pode acabar

contribuindo por mostrar que L. (V.) guyanensis é menos potente na inducdo do

braco humoral da resposta imune (Matta et al. 2009).

5.3 Resposta imune efetora avaliada pelo IFN-y plasmatico e pela liberacao

de IFN-y ap6és estimulagao in vitro.

A auséncia de deteccéo de IFN-y e IL-10 plasmaticas pode ser explicada por
varios pontos de vista. O primeiro deles € inerente as caracteristicas da propria
doenca. A LC ndo é uma doenca de manifestacdo sistémica. Sendo assim, o
guantitativo de citocinas produzidas e grau de ativacdo do sistema imune em geral
sdo avaliados por estudos histopatologicos, diretamente na lesdo; ou seja, as
manifestacdes mais importantes da imunopatogénese da LC estdo mais restritas ao
sitio de infecdo, sendo raras as manifestacdes sistémicas, onde o0s niveis periféricos
de citocinas e quimiocinas possam ser modulados (Mendes-Aguiar et al. 2016; Espir
et al. 2014). Outra explicacdo esta no tipo metodologia empregada para analise
destas citocinas plasmaticas. O ELISA é uma metodologia de sensibilidade e
especificidade variadas de acordo com o kit empregado, existem comercialmente
uma série de variacbes do ensaio imunoenzimatico colorimétrico, e tais variacdes
diferem principalmente no limite de deteccdo do ensaio principalmente quando séo
utilizadas amostras biolégicas como plasma ou soro.

No entanto, foi possivel observar que quando as CMSP dos pacientes com
LC foram diretamente estimuladas com antigeno de Leishmania spp. ou T. gondii, as
mesmas foram capazes de efetuar um correto reconhecimento imunolégico com
ativacdo de receptores associados a transcricdo génica de citocinas importantes
para a ativacao de macrofagos e correta polarizacédo da resposta imune do tipo Thil,
com capacidade de eficientemente destruir o parasito em questdo. E possivel
observar que a via de interacdo imunoldgica € bem similar entre os trés estimulos
antigénicos utilizados, no entanto, o antigeno de T. gondii foi o mais eficiente na
producdo de IFN-y nos trés tempos de acompanhamento do trabalho, esse mesmo

fato ja havia sido observado por Da-Cruz et al. (2010). E muito interessante avaliar
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que, no curso terapéutico ha a modulagdo da resposta imune, com diminuicdo no
guantitativo de IFN-y produzido pelos pacientes que tiveram sucesso terapéutico (a
partir do periodo “meio de tratamento”), para uma posterior estabilizacdo nesse
guantitativo. Esse fato, no entanto, ndo é observado para o paciente que teve falha
terapéutica (Figura ). Ao contrario dos demais, as CMSP do paciente que
apresentou falha terapéutica foram fracamente ou n&o responsivas ao Ag. de
Leishmania spp. durante a doenga ativa, mas no curso do tratamento mostra um
aumento progressivo na producdo de IFN-y; fato que se reflete no fim de tratamento.
O excesso de citocinas pré-inflamatérias pode levar a manutencdo do
microambiente inflamatério, dano tecidual com a manutencdo da lesdo, o que
poderia se correlacionar a falha terapéutica observada para este paciente.

Estudo de Toledo et al. (2001), com uma casuistica de 117 pacientes de LTA
causada por L. (V.) braziliensis, mostra que apos estimular as CMSP com antigeno
total do parasito, a producéo de IFN-y e sua posterior liberagdo no sobrenadantes de
cultura foi alta antes do inicio do tratamento, seguida por marcado declinio durante o
curso terapéutico. Ao final do tratamento, o quantitativo de IFN-y avaliado
encontrava-se novamente alto, inclusive, ligeiramente superior aos valores
encontrados antes do inicio do tratamento (Toledo et al. 2001). Neste contexto, tal
estudo mostra uma variacédo nos niveis de IFN-y no sobrenadante de cultura similar
ao encontrado pelo nosso estudo. Vale salientar ainda que, € provavel que o
guantitativo superior para essa citocina, descrito por Toledo et al. (2001), quando
comparado ao nosso trabalho, se dé pela sua analise apdés 72 horas de estimulo
antigénico, enquanto nés dosamos o IFN-y nos sobrenadantes de cultura apos 120
horas de estimulacdo antigénica. Neste estudo (Toledo et al. 2001), todos os
pacientes alcancaram a cura clinica, mostrando novamente o ja descrito por Da-
Cruz et al. (1994), que é a importancia que deve ser dada ao IFN-y no processo de
cura de pacientes com LTA. Ja foi observado que as CMSP frente a estimulo de
Leishmania spp. sdo capazes de ser imunologicamente ativadas, havendo uma
maior contribuicdo na liberacdo de citocinas efetoras de polaridade Thl (como o
IFN-y) e essa liberacdo é mais marcante no término do tratamento (Da-Cruz et al.
1994). Trabalhos do nosso grupo, avaliaram prospectivamente pacientes em LTA
ativa, apos tratamento e por dois periodos longos (um e dezessete anos) apds o fim
do tratamento (Da-Cruz et al. 2002), e observaram que, quando trata-se de liberac&o
de citocinas efetoras apos estimulacdo antigénica, ratifica-se o observado por Da-

Cruz et al. (1994) que é um quantitativo maior de IFN-y apds o fim do tratamento. No
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entanto, o estudo dos anos 2000 ndo mostrou aumento no quantitativo dessa
citocina, apds o tratamento para LTA. As explicacdes para esse fato pode ser o n
reduzido de tal andlise (n=8) ou por um viés descrito no préprio estudo que foi a ndo
proliferacdo das CMSP ao antigeno de L. (V.) braziliensis, o que impediu a
caracterizacdo fenotipica das células T e pode ter contribuido para uma resposta
insuficiente na avaliagao in vitro.

Uma limitacdo do estudo, foi ndo avaliar niveis de outras citocinas como IL-10
e IL-5 (Da-Cruz et al. 2002), pois foi feita apenas uma coleta de sobrenadante de
cultura no tempo 120 h apds estimulagdo antigénica. Ja foi descrito por Matta et al.
2009 que a liberacao de IL-10, ocorre preferencialmente apés 72 h de cultivo in vitro.

Poucos estudos tém avaliado, no contexto imunolégico, diferengas nos
pacientes que curaram apds 0 curso terapéutico em relacdo aqueles que falharam.
Para L. (V.) guyanensis, a maior parte dos trabalhos tém sido desenvolvidos por
pesquisadores da Guiana Francesa. Contudo, os casos de falha terapéutica nessa
localidade s&o comumente associados a presenca de LRV-1 (Bourreau et al. 2015)
e, por vezes, o0 evento de falha ndo é tdo frequente quando o ja descrito para a
regido Norte do Brasil (Romero et al. 2001). No entanto, Bourreau et al. 2007 avaliou
a resposta de CMSP a antigeno de L. (V.) guyanensis, tanto para pacientes com LC
guando em individuos sadios de area endémica, de maneira bem similar ao feito
pelo nosso trabalho (Bourreau et al. 2007). Neste trabalho foi interessantemente
avaliada a liberacdo de TGF-B1, IL-10 e IFN-y. Comparativamente com nosso
trabalho, o quantitativo de IFN-y avaliado nas CMSP in vitro que n&do foram
estimuladas foi bem parecido do encontrado por nos (86 pg/mL no trabalho de
Bourreau et al. 2007 versus 70 pg/mL no nosso trabalho); o quantitativo de IFN-y
liberado pelas CMSP apods estimulo com L. (V.) guyanensis também € similar entre
0s estudos. Vale salientar, no entanto, que o trabalho de Bourreau et al. 2007
avaliou as citocinas nos sobrenadantes de cultura apds sete dias de cultivo in vitro.

Como uma perspectiva para o trabalho, esta a avaliacdo de demais citocinas
liberadas apos estimulacdo antigénica, em varios contextos, incluindo avaliacdes
gue busquem informacfes de como uma citocina pode acabar interferindo na
liberacdo e modulacdo de outra. O estudo de Oliveira et al. (2014), combina a
estimulacdo antigénica com adicdo de anticorpos neutralizantes para determinada
citocina (anti-TNF) na cultura, e infere uma relagao de “dependéncia” entre niveis de
IFN-y e outras citocinas, ap0s avaliar sobrenadantes de cultura in vitro ( Oliveira et

al. 2014). O nosso trabalho seria pioneiro em avaliar o papel do antigeno de L. (V.)
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guyanensis nesse contexto, principalmente, avaliando-se uma casuistica totalmente

diversa da avaliada por esse autor.

5.4 Perfis imunofenotipicos de células T.

Partindo de uma andlise mais ampla e robusta, foi evidenciado que os
fendtipos de células T CD3'CD4" e T CD3'CD4 ndo mostraram diferencas entre os
periodos de acompanhamento avaliados, para 0s pacientes que alcancaram o
sucesso terapéutico. O que foi descrito por Da-Cruz et al.1994 e Da-Cruz et al. 2002
— a inversdo da populagdo T CD3" CD8" e T CD3" CD4", onde o primeiro fenétipo
esta presente em maior frequéncia do que o segundo apdés o tratamento — nao
ocorreu nesse trabalho em nenhuma das condi¢des avaliadas. No entanto, trabalho
de Guzman-Rivero et al. 2015 também n&o observou a inversdo desses dois
fendtipos quando acompanhou uma casuistica de 34 pacientes com LC apos o fim
do tratamento. Ainda vale citar trabalho de Cunha et al. 2016, que avaliou pacientes
com L. (V.) braziliensis também antes, durante e apos o tratamento, e, apesar de
observar aumento no fendtipo T CD8" apds a cura clinica, o fenétipo T CD4"
também teve um aumento (Cunha et al. 2016), ndo havendo assim a inversao
nestes fendtipos da forma descrita por Da-Cruz et al. 1994.

Interessantemente, quando se avalia os fenétipos de células T CD3" CD4" e
T CD3" CD4 para o paciente que teve falha terapéutica, um perfil totalmente
diferenciado é evidenciado. Para esse paciente a inversdo nos dois fenotipos
descrita por Da-Cruz et al. 1994 esta marcadamente presente. No entanto, de forma
diferente do proposto naquele trabalho, onde a inversdo ocorre ap0s o tratamento
para LTA (Da-Cruz et al. 1994), o nosso trabalho mostrou uma clara inversdo nesses
fendtipos desde antes do inicio do tratamento, mantendo-se durante o tratamento e
no fim do tratamento, de forma mais acentuada. Outra diferenca entre as
observacOes feitas no nosso estudo e aquele de Da-Cruz et al. 1994, é que esse
associou a maior frequéncia de células T CD8" a eficacia do processo de cura, o que
€ totalmente inverso ao observado pelo nosso estudo, j& que o Unico paciente que
apresentou a inversdo dos fenoétipos, também foi o Unico a apresentar falha
terapéutica. A presenca de apenas um paciente com falha terapéutica, ndo nos
permite realizar grandes inferéncias sobre o porqué e como ocorre a inversdo dos
fendtipos de células T, podendo esse fato, ainda, estar restrito a uma caracteristica

particular daquele paciente.
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Quanto a imunofenotipagem das células T, o0s pacientes que tiveram
acompanhamento completo e um desfecho clinico de cura apresentaram
guantidades equivalentes de suas populacdes de memdria antes, durante e apds o
tratamento, nas avaliagcdes ex vivo, onde ha o predominio de células TCD3'CD4" de
memoria central seguido da populacdo T naive, e T CD3'CD4" TEMRA®. A
frequéncia dos linfcitos de memoria diferiram um pouco do descrito por Valian et al.
2013, principalmente apos a estimulacao antigénica. Nao observamos diferencas no
percentual desses linfocitos de memdria apds a estimulagdo antigénica, conforme
claramente refletido por andlises do fold e valor de p. Sao descritos alguns discretos
aumentos na populacéo de células TME, por exemplo, apds estimulo antigénico; no
entanto, ap6s observar a grande diversidade de variagdo somente dos linfécitos
TME para cada um dos seis pacientes que obtiveram sucesso terapéutico, fica claro
gue nédo é possivel realizar inferéncias de valor biolégico para este sistema a partir
meramente dos valores descritos nas tabelas. O aumento observado em algumas
células de memoaria apods estimulo (Matta et al. 2009; Wu et al. 200 e Khamesipour
et al. 2012) pode ter como explicacdo o fenbmeno de compartimentalizacdo de
células T efetoras, descritos por muitos autores.

Como a LTA é uma doenca de manifestacdo localizada, a tendéncia sédo as
células de memoéria efetora e as demais com funcdo direta no microambiente
inflamatorio da pele migrarem para esse local, podendo ocasionar a escassez
destas células na circulacéo. Isso ja foi descrito com modelos de outras patologias
dermatolégicas (Clark et al. 2010), e também em LTA, conforme estudos do nosso
grupo (Da-Cruz et al. 2010 e Mendes-Aguiar et al. 2016).

Novamente, para o paciente com falha terapéutica também néo foi observada
modulacdo na populacdo de células T de memdria em nenhum tempo do

acompanhamento, ex vivo ou in vitro.

5.5 Grau de ativacao celular e senescéncia.

Para os pacientes que tiveram cura terapéutica, a ativacdo celular avaliada
pela expressédo de HLA-DR n&o mostrou diferencas para as células T CD3", T CD3"
CD4" e T CD3" CD4 em nenhum periodo avaliado. No entanto, é possivel observar
gue ha uma tendéncia das CMSP estimuladas com antigeno de L. (V.) guyanensis e
T. gondii apresentarem percentuais de HLA-DR similares e que sdo menores ou

equivalentes aqueles das CMSP néao estimuladas (BG — background). Sendo assim,
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graficamente o antigeno de L. (V.) braziliensis € o Unico que mostra percentual
superior para a expressao de HLA-DR quando comparado ao BG. Como discutido
anteriormente, jA que os pacientes que tiveram cura ndo mostram diferenca na
frequéncia de suas células T CD4" e T CD4  ao longo do acompanhamento e nem
apos estimulacéo in vitro; ndo € incomum que ndo haja grandes diferencas no perfil
de ativagdo destes fendtipos.

No paciente que teve falha terapéutica (005/16), o percentual de HLA-DR
expresso foi consideravelmente superior aos valores encontrados para 0s pacientes
gue tiveram sucesso terapéutico. Esse evento ocorreu antes do inicio do tratamento
e no meio do tratamento, e foi observado que o antigeno de L. (V.) braziliensis foi o
mais eficiente para induzir uma maior expressédo de HLA-DR, principalmente para as
células T CD3"CD4". De maneira controversa, ao final do tratamento foi observada
uma drastica reducao na expressdo de HLA-DR por todos os fendtipos avaliados,
ficando os valores percentuais de expressdo, bem similares aqueles encontrados
para os pacientes que obtiveram sucesso terapéutico.

Quanto a expressédo de CD69, os pacientes com acompanhamento completo
expressaram nos fendtipos T CD3" e T CD3" CD4" diferencas estatisticas no
periodo antes do tratamento, onde o estimulo com L. (V.) braziliensis levou ao
aumento na expressao de CD69 por tais CMSP, quando comparadas as células nao
estimuladas. Nesse sentido, vale citar que os linfocitos T CD3" CD4™ apresentaram
maiores percentuais de ativacdo celular avaliado pela expressédo dessa molécula, e
gue, diferentemente do que foi descrito para os outros dois fendtipos citados acima,
0 Ag. de L. (V.) guyanensis foi o de maior importancia na inducao positiva de CD69
por linfocitos T CD3'CD4 , seguido da agdo semelhante que o Ag. de L. (V.)
braziliensis também apresenta. Ou seja, de forma geral, é possivel observar que as
células T CD3"CD4 s&o as mais importantes para manter o perfil de ativacdo dessas
células ap6s o tratamento. E possivel que essa persisténcia de ativacdo possa
acabar contribuindo para a manutencdo de um microambiente inflamatério, e caso
nao haja uma modulacdo negativa deste processo pela resposta imune, a lesdo e
processo inflamatério serdo mantidos, acarretando na falha terapéutica. E
interessante dizer que Mendes-Aguiar et al. 2016 observou um grande percentual de
células T CD4" expressando CD69 em lesdes mais tardias no sitio da lesdo. Ou
seja, é provavel que, na circulacdo, essas células ativadas estejam diminuidas
(Mendes et al. 2016), Ja o nosso estudo mostrou, de maneira oposta, que mais

tardiamente ao tratamento, o paciente falha apresentou niveis mais altos de CD69
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na superficie de suas células T do que na fase de doenca ativa, logo, é provavel que
essas células ativadas na circulagdo ainda ndo migraram para o sitio de leséo.

Quando se avalia os percentuais de ativacéo celular em fungcédo de CD38 e
HLA-DR nos perfis de memdria de células T (Tabela 5,Tabela 6 e Tabela 10) para os
pacientes que alcancaram 0 sucesso terapéutico, ndo € observada nenhuma
diferenca ou tendéncia significativa na ativacdo dos perfis de memoéria ao longo do
acompanhamento. E bem provavel que n&o haja diferenca no nivel de ativaco, pois
os proprios fendétipos de células T e seus perfis de memoéria ndo se mostram
modulados ao longo do acompanhamento.

De maneira analoga, ao se avaliar os percentuais de ativacéo celular, pela
expressdo das moléculas CD38 e HLA-DR dentro das células de memodria, para o
paciente que apresentou falha terapéutica, foi observado que, apesar de 0 mesmo
apresentar um percentual superior de células ativadas, quando comparado aos
linfocitos dos pacientes que tiveram cura, s6 ha aumento (discreto e sem
significancia estatistica) destas subpopulacdes apos estimulo, nos periodos meio e
fim de tratamento. Esses dados confirmaram o que ja havia sido observado para as
células T CD3'CD4" e T CD3'CD4, na avaliacdo da expressdo do marcador de
ativacao precoce CD69, que € o fato de as células do paciente com falha terapéutica
apresentarem um perfil de ativacdo celular somente apos o inicio da terapéutica.
Isso pode corroborar umas das hipoteses do estudo, que seria uma baixa
responsividade das células imunes desse paciente, reconhecendo e desencadeando
de maneira ineficiente uma resposta imune para o clearance parasitario.

Quando se fala do perfil de senescéncia celular, foi observado que para os
pacientes que obtiveram cura, ndo foi visto diferenca no percentual desse fendtipo
para as células T. No entanto, fica claro que as células T CD3" CD4 s&o as que
majoritariamente estdo em estado senescente. Isso condiz com alguns trabalhos
descritos na literatura que ratificam o papel importante desse fenétipo associado a
funcdes efetoras (Campbell et al. 2001). Dessa forma, essas células estdo na maior
parte das vezes ativadas e, sendo assim, mais propensas a entrar em um estado
senescente. Trabalho de Silva-Freitas et al. (2016), em modelo de co-infecéo
Leishmaniose visceral/HIV também observou maiores percentuais de senescéncia
nos linfocitos T CD8" , além de efetivamente demonstrar a correlagdo entre o perfil
senescente e a ativagao celular (Silva-Freitas et al. 2016).

J& para o paciente que apresentou falha terapéutica, novamente as células T

CD3"CD4 sé&o as que mais expressam um perfil senescente. No entanto, no periodo
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antes do inicio do tratamento, 0 paciente apresenta niveis muito baixos de células
senescentes, independente das avaliagdes ex vivo e in vitro. No periodo meio de
tratamento ha um grande aumento na frequéncia da subpopulacdo com perfil
senescente no grupo de células T CD3*CD4’, e por fim, ao final do tratamento
alcanca-se a maior percentagem de células T apresentando o perfil senescente.
Essas informacdes sdo compativeis com os resultados descritos para a ativacédo
celular das CMSP, onde o paciente com falha terapéutica apresenta perfil de
ativacdo apenas apos o inicio do tratamento. E como o perfil de células senescentes
proposto pelo estudo baseia-se principalmente em células que estdo senescentes
apos uma ativacao celular, é de se esperar que esse perfil seja mais observado

também, apds o inicio do tratamento.

5.6 Participacdo de outros tipos celulares e funcdo efetora no
acompanhamento terapéutico de pacientes com leishmaniose tegumentar

Americana (anexo)

A participacdo de células T regulatérias (Treg) produtoras de IL-10, foi
avaliada apenas ex vivo para todos os pacientes com acompanhamento terapéutico
completo do estudo. De forma geral, foi observado que os pacientes com LC
apresentaram um maior percentual de células Treg do que o controle. E, em geral, 0
percentual € maior antes do tratamento, com uma grande diminui¢cdo no percentual
no meio do tratamento, e no fim do tratamento ha um discreto aumento no
percentual. Estudo de Rodrigues et al. 2014 mostra que lesdes causadas por L.
Viannia apresentam maior expressdo de FOXP3 in situ do que aquelas causadas
por L. (V.) braziliensis, e que, ap0s um periodo maior (> 2 meses), ha na lesdo uma
menor presenca de células que expressam FOXP3 (Rodrigues et al. 2014), o que
poderia acabar refletindo em uma maior quantidade de células Treg na circulacéo,
como o observado pelo nosso estudo.

Nosso estudo também avaliou que outras células, que nao sao
fenotipicamente Tregs também sdo importantes na producdo de citocinas. Nesse
sentido, vale citar que as células T CD4" apresentam-se na circulagdo em maior
percentual do que as células Treg, e estas estao ativadas e produzem ativamente IL-
10. H4& uma discreta modulacdo nos niveis destas células ao longo do tratamento,
mas nao foi observada significancia estatistica. Vale citar que Kariminia et al. (2005)

também avaliaram a importancia de citocinas anti-inflamatérias frente ao estimulo de
109



L. (V.) guyanensis, como TGF-B1, e mostrou que esta também é uma citocina que
pode ser importante para induzir uma resposta supressora nas células T ativadas
(Kariminia et al. 2005).

Também avaliamos para um paciente (014/16), que apresentou cura
terapéutica, o percentual de células NK e NKT dentro do fenétipo T CD3*CD4".
Pode-se avaliar que as células NK produzem mais IFN-y, TGF-B1 e perforina do que
as células NKT, sendo que, dentre estas trés moléculas, a perforina é a que mostra
maior percentual. Nosso trabalho ndo demonstra diferenca significativa entre os
niveis de perforina para as células NK e NKT durante o acompanhamento
terapéutico; no entanto, ha uma tendéncia ao aumento no quantitativo de células
produtoras dede perforina apds o tratamento, tanto nas células NK, quanto nas NKT.
Estudo de Cunha et al. 2016 também observou que apos o tratamento, havia um
aumento na expressao do marcador de citotoxicidade (CD107a) nas células NK e
NKT (Cunha et al. 2016). Esse fato correlaciona-se com o nosso resultado, pois a
producdo de perforina por essas células também pode ser avaliado como um
marcador de ativacdo e citotoxicidade. No entanto, como nosso estudo sé avaliou
um paciente para tais fenotipos celulares, poucas inferéncias podem ser levantadas
sobre os resultados obtidos.

Por dltimo, avaliamos como os fenétipos T CD3'CD4" e T CD3'CD4
produziam IFN-y, TGF-B1 e perforina, também avaliadas para 0 mesmo paciente
(014/16) e ex vivo. Foi observado que as células T CD3'CD4" apresentavam maior
frequéncia de células produtoras de TGF-B1 do que as outras moléculas avaliadas
antes do tratamento, e que no fim do tratamento, foi observado uma drastica
reducdo na producéo dessa citocina. O mesmo perfil tendendo para a reducéo apos
o fim do tratamento também foi observado para IFN-y; enquanto a avaliacdo de
perforina foi praticamente insignificante para esse fenotipo. Quanto ao fenétipo de
células T CD3"CD4", a molécula mais expressa é a perforina, que se encontra em
maior quantidade nos periodos antes e ap6s o tratamento. Kariminia et al. 2015
também avaliou a importancia de TGF-B1 nos linfécitos T CD3'CD4" ativados
(CD25%), mas néo foi feita uma correlagéo eficaz com os niveis plasmaticos desse
fendtipo e nem a correlacdo para perforina. Novamente, como o descrito para a
fenotipagem de células NK e NKT, como apenas um paciente foi avaliado para esse

fendtipo, € muito precoce fazer inferéncias imunoldgicas sobre esse sistema.
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6 CONCLUSOES

- O perfil epidemioldgico e clinico da casuistica do estudo, esta de acordo
com o j& descrito para outros trabalhos da area de Manaus. A predominancia de
individuos do sexo masculino, em idade ativa e com atividade ocupacional
relacionada a mata, ratifica que os casos de LC incluidos estdo dentro do perfil
epidemioldgico citado para LTA em Manaus.

- O evento de falha terapéutica nao foi observado nas mesmas proporgoes do
gue o descrito na literatura, por isso € importante avaliar que fatores como tamanho
da casuistica e tipo de inclusdo para o estudo (busca ativa), deve ser um fator
considerado.

- O estudo né&o foi capaz de avaliar modulacdes na resposta imune humoral
através dos isotipos de IgG anti-Leishmania, provavelmente porque o tempo de
desenvolvimento das lesfes é relativamente curto para que se observe altos niveis
de Ig na circulacéo.

- O estudo foi desenhado para avaliacbes de curto prazo (um més apos a
inclusdo do paciente), logo, avaliagbes humorais ndo seriam as mais adequadas
para inferéncias durante o curso terapéutico. Ja que muitos pacientes ja séo
incluidos no estudo com uma baixa quantidade de anticorpos especificos
circulantes.

- O atual estudo mostrou que ndo ha manifestacdo sistémica dos pacientes
com LTA, através da ndo deteccdo de citocinas pro-inflamatorias plasmaticas em
nenhum dos periodos terapéuticos avaliados.

- O estudo concluiu que o Ag. de Leishmania (V.) guyanensis € um forte
estimulo para a producéo de IFN-y, sendo inclusive mais “potente” para a producao
dessa citocina do que Ag. de Leishmania (V.) braziliensis, de forma parcialmente
contraditoria ao mostrado por Matta et al. 2009.

- A avaliacdo ex vivo de células T regulatérias produtoras de citocinas
supressoras (IL-10) elucidou que em geral, tais células encontram-se em maior
frequéncia na circulacéo no paciente que teve falha terapéutica, quando comparado
aos pacientes que obtiveram sucesso. Isso pode dar indicios de que o
microambiente anti-inflamatério pode induzir uma irresponsividade das células
imunes desse paciente ao longo do tratamento, acarretando no evento de falha

terapéutica.
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- Foi observado que os linfocitos T CD4+ s&o tdo importantes quanto as Tregs
na producdo de IL-10 e consequente manutencdo de um microambiente anti-
inflamatorio. Nesse aspecto a grande liberagdo de TGF-B1 por células desse mesmo
fenotipo também deve ser considerada.

- Através da avaliacdo fenotipica, o estudo foi capaz de concluir que os
fenétipo de células T de memoéria e o perfil de ativacdo destas ndo contribui de
maneira significativa para a modulacdo da resposta imune tanto ex vivo quanto in
vitro no curso do tratamento.

- Foi observado que as células T CD4" tendem a expressar um perfil
fenotipico ativado, mais relacionado a expressao de CD69, do que HLA-DR; e que
esse perfil de ativacdo é importante na terapéutica desde antes do inicio do
tratamento até seu término.

- O paciente que teve falha terapéutica, faz um paralelo com os demais que
alcancaram cura terapéutica ja que expressa um perfil de ativacdo celular, apos o
inicio da terapéutica.

- O estudo também concluiu que o perfil de senescéncia observado esta
relacionado com a ativacdo celular das células da resposta imune. Onde o0s
pacientes que tiveram sucesso, tiveram frequéncias parecidas de células
senescentes ao longo do acompanhamento, e o paciente que teve falha terapéutica,
apresenta esse perfil mais marcadamente apos o tratamento.

- O estudo também levanta indicios do papel de células NK e NKT na
imunopatogénese da LTA, mas outros fatores devem ser incluidos para uma correta

andalise.
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8.2 Frequéncia de células NK e NKT produtoras de IFN-y, TGF-B1 ou perforina
em pacientes com leishmaniose cutanea com doenca ativa e ao longo do

tratamento — resultados preliminares

Foi avaliado o fendtipo de células NK (CD3'CD4CD56%) e NKT (CD3"CD4
CD56"), produtoras de IFN-y, TGF-B1 e perforina em um paciente (014/16) ao longo
de seu tratamento (antes do tratamento, meio e fim de tratamento). O paciente
apresentou sucesso terapéutico. O percentual de NK e NKT produtoras de IFN-y e
TGF-B1 apresentado na fase de doenca ativa ndo mudou ao longo do tratamento.
Entretanto, para ambas as popula¢ces houve o um aumento da propor¢cdo de
células produtoras de perforina ao término do tratamento em relacdo a antes e

durante o tratamento (Figura 22).
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Figura 22 - Frequéncia de células NK (CD3  CD4 CD56") e NKT (CD3" CD4
CD56") produtoras de IFN-y, TGF-B1 e perforina circulantes no sangue de um
paciente com leishmaniose cutanea antes, durante e ap0s o tratamento. As
células mononucleares de sangue periférico foram avaliadas ex vivo, e o percentual
de células NK (CD3 CD4 CD56") produtora de IFN-y, TGF-B1 ou perforina encontra-
se na imagem da esquerda. Ja o percentual de células NKT (CD3" CD4 CD56%)
produtoras de IFN-y, TGF-B1 ou perforina esta representado na imagem da direita.
As imagens mostram a representacdo de percentual dessas células para um
paciente (014/16), antes, durante e apds o tratamento. A diferente simbologia gréafica
serve para identificar qual molécula é produzida por determinada populacdo: IFN-y
(#); TGF-B1 (m) e perforina (A ). As linhas de conexao entre cada simbolo identificam

a variacao no percentual dessas células durante o acompanhamento.

8.3 Frequéncia de células T CD3'CD4" e CD3"CD4 produtoras de IFN-y, TGF-
B1 ou perforina em paciente com leishmaniose cutdnea com doenca ativa

e ao longo do tratamento - resultados preliminares.

+

Foi avaliado por marcacao intracelular, a frequéncia de células T CD4
(CD3'CD4%) e T CD3'CD4 que produziam as citocinas IFN-y, TGF-B1 e perforina. O

grafico abaixo (figura 23) mostra experimento preliminar de um paciente (014/16) ao
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longo do curso terapéutico. Os fendtipos citado estédo expressos no grafico na forma

de percentual.
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Figura 23 — Frequéncia do fenotipo de células T CD3" CD4" e T CD3" CD4"
produtoras de IFN-y, TGF-B1 e perforina circulantes em sangue de um paciente
(014/16) com leishmaniose cutanea antes, durante e apd6s o tratamento. As
células mononucleares de sangue periférico foram avaliadas ex vivo e o percentual
de linfécitos T (CD3*CD4") produtores de IFN-y, TGF-B1 ou perforina encontra-se na
imagem da esquerda. Enquanto o percentual de linfécitos T (CD3"CD4) produtores
de IFN-y, TGF-B1 ou perforina encontra-se na imagem da direita. As imagens
mostram a representacdo de percentual dessas células para um paciente (014/16),
antes, durante e apds o tratamento. A diferente simbologia gréafica serve para
identificar qual molécula € produzida por determinada populacao: IFN-y (¢); TGF-31
(m) e perforina (A). As linhas de conexao entre cada simbolo identificam a variagcéo

no percentual dessas células durante o acompanhamento.
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8.4 Frequéncia de linfocitos T naive; de memaria (central e efetora) e TEMRA
em pacientes com leishmaniose cutanea com doenca ativa e ao longo do

tratamento anti-Leishmania.

Os resultados de frequéncia para cada perfil de memoria é expresso em
mediana seguida do interquartil inferior (25%) e superior (75%). Esse resultado
estd numericamente representado pela letra °.

No entanto, além de representar corretamente a distribuicdo dos resultados,
inferir como o estimulo antigénico poderia ou ndo alterar a distribuicdo dos perfis
celulares avaliados também deveria ser mostrado. Para tal foi utilizado o indice
“fold”, que equivale ao quociente entre a média do percentual de CMSP frente ao
estimulo antigénico pelo percentual daquelas que ndo foram estimuladas (BG-
background), seguido de seu desvio padrdo. Na tabela esse valor € representado
pela letra °.

O fold permite avaliar a modificacdo da frequéncia de uma determinada
subpopulacao frente ao estimulo antigénico em relacao a célula ndo estimulada. A
determinacdo do fold auxilia na melhor compreensédo da acdo de um determinado

estimulo antigénico para um fendtipo.
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Tabela 3: Frequéncia dos linfécitos

T de memdria circulantes e apds estimulo antigénico em individuos sadios de area

endémica.
Controles (n=5)
. Ex vivo In vitro In vitro In vitro
Linfocitos T Fold Fold Fold
CMSP Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag
o, + a a
é;ﬂiit‘::g:;) 259 194 0.5443.11° 255 0.72 45.01 501 1.46 +8.0
16.5-35.6 14.3-27.0 18.4-36.0 37.852.5
. .
é;xﬁz."ég;’;,) 260 395 0.89 +1.97 253 0.49 +1.90 359 0.8242.13
22.3-30.5 18.5-60.0 7.1-49.6 16.6-56.8
% Tnai + . 28. 1. )
/("CT[;':S";?&CR[;% 33.7 8.0 1.7542.10 413 2.6043.21 6.3 0.35+0.26
22.7-45.3 12.4-44.8 18.3-63.7 4.5-8.1
o, * -
% {x)i:;;_c?&f_;m 243 352 0.76 43.45 4838 1.11+1.65 550 1.3040.18
15.3-33.4 19.3-51.2 30.7-67.1 51.2-59.2
o, + -
% {gﬁ:&%’;ﬁ?“ 74 205 0.77 £2.96 304 1.06 +19.11 231 0.70 +13.45
6.2-8.0 14.7-26.0 6.9-58.1 2.9-425
% T naiive em CD3"CD4" 40.5 29.1 10.6 9.2
it 2.8542.33 0.3840.31 0.40+1.21
CD45RA’ CCR7
( ) 34.2-47.0 16.9-39.4 8.1-15.5 14159
% fo)':’;::f gg:T(;M 28.1 155 2.1843.0 9.98 1.2141.55 14.7 2.04 44.12
25.1-31.2 5.88-25.7 2.5-19.3 0.3-28.4

& - Resultados expressos em mediana seguida de interquartil inferior (25%) e interquartil superior (75%)

® _ Resultado expresso em quociente da média de CMSP expostas ao estimulo antigénico, e aquelas que ndo foram submetidas ao estimulo (BG —

background) + desvio padrao.

Lg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) guyanensis; Lb-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) braziliensis; Tg-
Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de T. gondii.

CMSP - células mononucleares de sangue periférico avaliadas ex vivo.
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Tabela 4: Frequéncia das células T de memoria circulantes ex vivo, e apos estimulo antigénico (in

tratamento para os pacientes com leishmaniose cutanea.

Doenca ativa (n=6)

vitro), antes do inicio do

o Ex vivo In vitro In vitro In vitro
Linfocitos T Fold p valor Fold p valor Fold p valor
CMSP Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag
9 * . 13.4° . )
% ME em CD4 13.2 0.93+1.12° 1.000 160 0.880.97 0.935 17.6 1.27 +1.70 0935
(CD45RA" CCR7)
1.59-31.3 2.3-256 0-26.5 0-37.9
o, +
A;Cngi?‘C;?f: 499 459 1.0140.9 0.699 476 1.1540.90 0.588 455 1.0940.82 0.588
36.0-54.7 13.4-52.8 25.5-55.1 26.6-51.1
o, e +
% IZ‘:;;‘;‘;—‘\}Z’C“M%D" 361 441 1.13+1.21 0.393 366 1.0141.02 0.937 351 0.95 +2.03 0.699
15.2-47.7 35.7-56.0 34.0-48.0 28.1-46.0
° *cD4 15.4 26.1 24.0 30.1
% N('CEDE:':AFC'Z:TEM 1.02 £0.93 0.937 0.95 +0.98 0.937 1.1540.72 0.588
8.7-27.6 17.7-34.6 13.5-34.2 23.9-37.3
° ‘cD4 12.6 12.2 9.63 8.57
% MC em CD3 CD4 1.16 £0.77 0.514 1.16£0.92 0.514 1.1740.78 0.415
(CD45RA'CCR7")
3.4-4338 2.6-46.8 5.59-39.5 4.0-56.7
o, . + -
% T naive em CD3'CD4 209 241 1.32+1.46 0.748 199 1.15 +1.10 0.748 202 1.08+1.24 0.872
(CD45RA'CCR7")
6.6-32.0 7.6-43.1 10.8-34.1 51-333
o, + -
% TEMRA em CD3'CD4 396 259 0.75£0.80 0.630 24.6 0.88 £0.85 0.872 256 0.77 £0.86 0.572
(CD45RA’CCR7))
17.5-57.6 3.7-42.7 10.1-58.4 0-51.9

% - Resultados expressos em mediana seguida de interquartil inferior (25%) e interquartil superior (75%)
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P _ Resultado expresso em quociente da média de CMSP expostas ao estimulo antigénico, e aquelas que nao foram submetidas ao estimulo (BG —
background) + desvio padréo.

p valor avaliado entre as CMSP estimuladas e aquelas que ndo receberam estimulo antigénico (BG — background). Significancia estatistica se p <
0,05 (Kruskall-Wallis).

Lg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) guyanensis; Lb-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) braziliensis; Tg-
Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de T. gondii.

CMSP - células mononucleares de sangue periférico avaliadas ex vivo.
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Tabela 5: Frequéncia das células T de memdria circulantes ex vivo, e ap6s estimulo antigénico (in

anti- Leishmania para os pacientes com leishmaniose cutanea.

Meio do tratamento (n=6)

vitro), durante o tratamento

. Ex vivo In vitro In vitro In vitro
Linfocitos T Fold p valor Fold p valor Fold p valor
CMSP Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag
a
o, 21.
% ME em CD4+ 237 9 0.8740.92" 0.935 79 0.540.71 0.561 104 0.69£0.86 0.806
(CD45RA" CCR7)
0-58.5 0-46.2 0-35.7 0-45.2
[
/"(c'z"g:A’FZCCRBf;* 439 435 1.44+1.57 0.588 44.9 1.64 +1.46 0.179 506 1.54£1.79 0.393
16.3-55.6 14.5-57.2 30.2-58.1 13.2-59.3
9 i 31.4 39.4 36.0 37.8
% ."(2'034';’;?2;'))4" 1.06 £0.95 0.630 1.1140.71 0818 1.02 +1.05 0.937
11.7-42.5 18.3-44.2 28.4-44.5 19.9-43.0
o, + -
% “?CEDf:;AFC'Z:TfM 283 18.3 0.870.71 0.937 17.5 0.69 +0.58 0.588 231 0.98+0.47 0.588
11.8-35.1 13.0-30.8 10.6-24.5 18.3-30.2
° *cD4 9.8 11.6 15.6 12.6
% MC em CD3 CD4 1.2140.99 0.748 1.44+1.21 0.748 0.86 £0.70 1.000
(CD45RA'CCR7")
2.0-316 6.7-70.3 4.0-84.1 3.7-3856
o, . + -
% T naiive em CD3'CD4 146 226 0.97 £1.16 1.000 155 0.79 £0.91 0.748 236 0.96 £1.00 1.000
(CD45RA'CCRT")
6.0-39.7 2.16-45.4 10.1-29.3 10.0-33.3
0 *cD4" 383 25.1 31.8 35.6
% TEMRA em CD3 CD4 0.93+1.17 0.872 1.1041.79 0.808 1.20+1.36 0.521
(CD45RA’CCR7))
12.9-59.6 9.7-38.0 0-51.0 11.2-48.8
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% - Resultados expressos em mediana seguida de interquartil inferior (25%) e interquartil superior (75%)

® _ Resultado expresso em quociente da média de CMSP expostas ao estimulo antigénico, e aquelas que nao foram submetidas ao estimulo (BG —
background) + desvio padréo.

p valor avaliado entre as CMSP estimuladas e aquelas que ndo receberam estimulo antigénico (BG — background). Significancia estatistica se p <
0,05 (Kruskall-Wallis).

Lg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) guyanensis; Lb-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) braziliensis; Tg-
Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de T. gondii.

CMSP - células mononucleares de sangue periférico avaliadas ex vivo.
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Tabela 6: Frequéncia das células T de memoria circulantes ex vivo, e apos estimulo antigénico (in

anti- Leishmania para os pacientes com leishmaniose cutanea.

Fim do tratamento (n=6)

vitro), no fim do tratamento

. Ex vivo In vitro In vitro In vitro
Linfocitos T Fold p valor Fold p valor Fold p valor
CMSP Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag
9 * 21.0°
% ME em CD4 203 0 117 41.26° 0.686 212 1234139 0.935 14.8 0.83+0.89 0.808
(CD45RA" CCR7)
0-35.1 0.8-33.8 2.1-32.3 11259
9 * 48.0 52.3 46.2 52.6
A(’C':‘"gRi'f‘lccRBf; 0.87 £1.02 0.937 0.88 +1.03 0.818 1.01£0.78 0.818
37.9-65.1 15.5-58.0 15.7-58.3 34.1-59.8
9 ii * 28.7 30.6 31.9 35.1
% 1;5?4!:@379;34 0.92 +1.06 0.818 1.00+1.53 0818 1.01+1.20 0.937
13.3-356 22.0-40.6 22.5-48.8 22.4-42.4
o, + -
% “:';):;:fg;gm 204 266 0.91+1.20 1.000 233 0.85+1.25 0.393 219 0.860.84 0.699
13.8-26.6 18.3-32.2 13.8-31.8 17.8-27.7
o, + -
% MC em CD3 CD4 79 194 1.44+1.12 0.484 79 1.47 +1.49 0.484 95 1.00£0.95 1.000
(CD45RA CCR7")
2.1-55.5 6.8-61.7 51.77.7 3.6-46.7
o, . + -
% T naive em CD3'CD4 115 211 1.16 +1.28 0.872 164 1.13 +1.44 1.000 152 1.16 +1.62 0.748
(CD45RA* CCR7")
6.6-30.2 7.6-32.7 10.1-28.3 9.1-33.4
0 *cD4 345 18.1 20.9 278
% TEMRA em CD3 CD4 0.72+1.10 0.572 0.81+1.10 0.748 1.06£1.19 1.000
(CD45RA* CCR7')
13.1-69.0 0-44.9 2.5-53.1 9.4-63.4
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% - Resultados expressos em mediana seguida de interquartil inferior (25%) e interquartil superior (75%)

P _ Resultado expresso em quociente da média de CMSP expostas ao estimulo antigénico, e aquelas que nao foram submetidas ao estimulo (BG —
background) + desvio padréo.

p valor avaliado entre as CMSP estimuladas e aquelas que ndo receberam estimulo antigénico (BG — background). Significancia estatistica se p <
0,05 (Kruskall-Wallis).

Lg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) guyanensis; Lb-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) braziliensis; Tg-
Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de T. gondii.

CMSP - células mononucleares de sangue periférico avaliadas ex Vivo.
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8.5 Frequéncia de células T ativadas (CD38+HLA-DR-, CD38+HLA-DR+ e
CD38- HLA-DR+) nos perfis celulares de memoria (memdria central,
memoéria efetora, Tnaive e TEMRA+) de pacientes com leishmaniose

cutanea durante doenca ativa e ao longo do tratamento.

Para a avaliagéo do perfil de ativacao celular, foram utilizados os marcadores
de superficie celular CD38 e HLA-DR. Esses dois receptores sdo descritos em
células da linhagem linfoide e mieloide, e o primeiro esta relacionado ao
metabolismo enérgico da célula, sendo importante nos processos de fosforilagdo do
ADP e mobilizagdo de calcio intracelular, e o segundo como um classico MHC
humano, tendo papel importante durante a formagéao da “sinapse imunolégica”, nas
fases de reconhecimento e desenvolvimento da reposta imune.

Os percentuais desses receptores foram avaliados em cada perfil de meméria
de células T CD3'CD4" e T CD3'CD4 de acordo com o percentual expresso para
cada um dos receptores, e para os dois juntos (naquelas células que expressaram
ambos CD38 e HLA-DR).

No entanto, como a avaliacdo do perfil de ativacao foi realizada nas células
de cada perfil de memoaria citado, o quantitativo de células analisadas foi menor do
gue aquelas utilizadas para a avaliacdo geral do fenotipo celular, jA que o grau de
ativacdo esta restrito ao “universo” das células T CD3'CD4" e T CD3'CD4 e seus
perfis de memoria. Por isso, para que a percentagem avaliada para cada receptor
fosse de fato representativa do evento biolégico que queremos avaliar, foram
considerados apenas percentuais referentes a no minimo 300 eventos celulares no
fendtipo avaliado. Percentuais relativos a eventos celulares inferiores a 300 foram

considerados como “ndo expressao de determinado fendtipo associado a ativacao” e

denotados nas tabelas 7 e 8. Como muitos pacientes ndo expressaram um fenétipo
de ativacdo para nenhum dos dois receptores (zero), as tabelas dessa secéo
expressam os valores de CD38 e HLA-DR como média seguida de desvio-padrao
para cada grupo avaliado, e representada na tabela como 40O indice “fold” é o
coeficiente da média das CMSP estimuladas in vitro e daquelas que néo

sofreram estimulo antigénico (BG- background).
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Nao houve significancia estatistica entre nenhum grupo na anélise temporal
meio do tratamento e fim de tratamento. No primeiro periodo temporal avaliado
(“doencga ativa”), foi verificado que o estimulo antigénico de L.(V.) braziliensis foi
capaz de aumentar em mais de vinte vezes o fenétipo de células T CD3"CD4 de
memoria efetora ativadas, expressando o receptor HLA-DR. Esse marcante aumento

foi acompanhado de significancia estatistica (p< 0,05 - Kruskal-Wallis).
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Tabela 7: Percentual dos perfis funcionais de células T ex vivo e in vitro, e seus perfis de ativagdo celular antes do inicio do
tratamento para os pacientes com acompanhamento completo.

Doenca ativa (n=6)

Linfocitos T Ex vivo In vitro In vitro In vitro
Fold p valor Fold p valor Fold p valor
% ME em CD4" CMSP Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag
HLA-DR' CD38" 18.16i24.10d 14.03+17.48 1.15t0.93b 0.864 11.87+£13.28 0.97+0.70 0.864 22.81+27.97 1.87+£1.48 0.732
HLA-DR'CD38" 0 0 0 - 10.35£25.35 0 - 0 0 -
HLA-DRCD38" 0 0 0 - 0 0 - 0 0 -
% MC em CD4+
HLA-DR' CD38 13.36+14.75 25.58+18.60 1.06+£1.13 1.000 33.03+30.40 1.37+£1.86 0.748 35.93+16.54 1.49+1.01 0.484
HLA-DR'CD38" 0.33+0.80 3.8916.28 0 - 12.97+21.44 0 - 1.37+2.25 0 -
HLA-DRCD38" 5.34+5.31 6.8319.49 0 - 3.17+6.03 0 - 3.53+3.93 0 -
% Tnaive em CD4+
HLA-DR+ CD38 1.31+2.58 29.351£24.05 0.81+0.79 0.937 33.09+33.14 0.91+£1.08 0.818 35.134£32.08 0.97£1.05 0.818
HLA-DR+CD38+ 2.5613.03 18.14+8.70 0.70£0.28 0.935 28.14+29.55 1.09+0.96 0.086 8.019.48 0.31+0.30 0.678
HLA-DR-CD38+ 36.981£30.0 20.81+£19.85 3.22+1.59 0.114 16.24+27.40 2.51+2.20 0.655 14.23+16.61 2.20£1.33 0.421

. Resultados expressos em media + desvio-padrao.
®_ Resultado expresso em quociente da média de CMSP expostas ao estimulo antigénico, e aquelas que nédo foram submetidas ao estimulo (BG — background) + desvio padréo.

p valor avaliado entre as CMSP estimuladas e aquelas que néo receberam estimulo antigénico (BG — background). Significancia estatistica se p < 0,05 (Kruskall-Wallis).
Lg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) guyanensis; Lb-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) braziliensis; Tg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de T.

gondii.

CMSP - células mononucleares de sangue periférico avaliadas ex vivo.
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Tabela 7: Percentual dos perfis funcionais de células T ex vivo e in vitro, e seus perfis de ativacéo celular antes do inicio do
tratamento para os pacientes com acompanhamento completo (continuagéo).

Doenca ativa (n=6)

Linfocitos T Ex vivo In vitro In vitro In vitro
Fold p valor Fold p valor Fold p valor
% ME em CD3°CD4’ CMSP Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag
HLA-DR' CD38 29.95421.54° 33.90+36.30 15.946.95 0.060 44.08+31.36 20.6+6.0 0.016* 40.01+34.43 18.78+6.59 0.060
HLA-DR'CD38" 7.44+9.42 0.74+1.82 0 - 7.62+18.67 0 - 0 0 -
HLA-DR'CD38" 0 0 0 - 0 0 - 0 0 -
% MC em CD3'CD4
HLA-DR' CD38" 16.87+20.30 17.20+33.94 0 - 28.63+37.42 0 - 30.24+34.53 0 -
HLA-DR'cD38" 0 1.2142.96 0 - 7.43£18.20 0 - 0 0 -
HLA-DR CD38" 0 0 0 - 0 0 - 1.14+2.80 0 -
% Tnaive em CD3'CD4"
HLA-DR' CD38 13.83+18.78 26.88+25.03 1.74+0.77 0.347 24.36+23.09 1.57+0.71 0.347 31.6+22.12 2.05+0.68 0.158
HLA-DR'cD38" 10.44+14.42 8.77+12.96 2.74+1.65 0.340 20.60+33.28 6.43+4.23 0.462 3.716.56 1.15+0.83 0.752
HLA-DR CD38" 10.95+11.77 5.78+10.96 0 - 6.57+13.48 0 - 1.31#3.21 0 -
% TEMRA em CD3'CD4
HLA-DR' CD38 24.32420.47 31.5+30.8 2.42+1.52 0.347 29.2+16.16 2.24+0.80 0.361 33.72431.55 2.59+1.56 0.199
HLA-DR*CD38" 12.98+18.55 13.38+22.97 3.18+2.14 0.599 25.62+34.33 5.87+3.20 0.253 10.17+17.89 2.33+1.67 0.599
HLA-DR CD38" 9.47+12.77 1.2242.99 0 0.97+2.38 0 - 4.23+10.38 0 -

9. Resultados expressos em media * desvio-padrao.

b

— Resultado expresso em quociente da média de CMSP expostas ao estimulo antigénico, e aquelas que ndo foram submetidas ao estimulo (BG — background) + desvio padréo.
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Tabela 8: Percentual dos perfis de memadria de células T ex vivo e in vitro, e seus perfis de ativacdo celular no meio do
tratamento para os pacientes com acompanhamento completo.

Meio do tratamento (n=6)

Linfocitos T Ex vivo In vitro In vitro In vitro
Fold p valor Fold p valor Fold p valor
% ME em CD4" CMSP Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag
HLA-DR' CD38" 14.40i16.34d 13.86+23.56 1.44+2.01 0.928 10.03+£16.03 1.04+1.37 0.928 6.77+16.60 0.70+1.41 0.446
HLA-DR'CD38" 0 0 0 - 0 0 - 0 0 -
HLA-DRCD38" 0 0 0 - 0 0 - 0 0 -
% MC em CD4+
HLA-DR' CD38 27.07430.31 19.08+25.24 0.72+1.08 0.415 21.594+21.50 0.82+0.92 0.808 15.87+18.11 0.60+0.78 0.419
HLA-DR'CD38" 2.59+3.56 5.3619.59 6.45+4.67 0.462 2.90+7.10 3.49+3.46 1.000 2.0845.11 2.50£2.49 1.000
HLA-DRCD38" 12.34+19.20 6.33113.41 0 - 1.334£3.27 0 - 5.0317.87 0 -
% Tnaive em CD4+
HLA-DR+ CD38 14.87+29.09 21.69+25.18 0.92+1.18 0.808 22.33+£25.85 0.95+1.21 0.935 17.85+34.41 0.75%£1.62 0.280
HLA-DR+CD38+ 8.34111.66 24.21+21.45 2.09+1.17 0.158 18.57+20.58 1.60+1.13 0.549 15.29+18.91 1.35+1.03 0.549
HLA-DR-CD38+ 26.49+22.07 8.70+£10.59 0.83+0.78 1.000 8.37+£17.16 0.79£1.26 0.655 27.65+30.67 2.63+2.26 0.280

. Resultados expressos em media + desvio-padrao.

®_ Resultado expresso em quociente da média de CMSP expostas ao estimulo antigénico, e aquelas que nédo foram submetidas ao estimulo (BG — background) + desvio padréo.

p valor avaliado entre as CMSP estimuladas e aquelas que ndo receberam estimulo antigénico (BG — background). Significancia estatistica se p < 0,05 (Kruskall-Wallis).
Lg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) guyanensis; Lb-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) braziliensis; Tg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de T.

gondii.

CMSP - células mononucleares de sangue periférico avaliadas ex vivo.
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Tabela 8: Percentual dos perfis de memadria de células T ex vivo e in vitro, e seus perfis de ativacdo celular no meio do
tratamento para os pacientes com acompanhamento completo (continuag&o).

Meio do tratamento (n=6)

Linfocitos T Ex vivo In vitro In vitro In vitro
Fold p valor Fold p valor Fold p valor
% ME em CD3" CD4 CMSP Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag
HLA-DR' CD38 25.49+15.67° 28.96+32.36 2.26+1.52° 0.421 12.13+19.06 0.94+0.89 0.924 25.92+29.79 2.02+1.40 0.421
HLA-DR'CD38" 3.6245.88 0 0 - 7.50+18.37 0 - 0 0 -
HLA-DR'CD38" 0 0 0 - 0 0 - 0 0 -
% MC em CD3'CD4
HLA-DR' CD38" 2.67+6.54 36.71+41.33 2.45+1.13 0.340 0 0 - 0 0 -
HLA-DR'CD38" 0 1.4543.56 0 - 1.06+2.60 0 - 0 0 -
HLA-DR-CD38" 0 0 0 - 0 0 - 0 0 -
% Tnaive em CD3'CD4"
HLA-DR' CD38 12.09+14.46 13.47419.95 0.68+0.70 1.000 10.09+16.67 0.51+0.59 0.532 8.18+14.35 0.410.51 0.532
HLA-DR'cD38" 9.45+14.76 12.89+23.07 3.94+2.88 0.462 6.06+14.85 1.85+1.85 1.000 9.70+19.03 2.96+2.37 0.599
HLA-DR CD38" 5.2446.49 0 0 - 2.35+5.76 0 - 3.74+9.16 0 -
% TEMRA em CD3'CD4
HLA-DR' CD38 20.81+14.19 24.89+24.53 1.72+1.53 0.678 9.03+14.26 0.62+0.89 0.655 10.30£17.24 0.71+1.07 0.655
HLA-DR'CD38" 10.78+17.64 10.35+25.36 2.25+2.25 1.000 11.45+28.04 2.48+2.48 1.000 10.14+24.83 2.2042.20 1.000
HLA-DRCD38" 5.4249.86 0 0 0 0 - 0 0 -

¢ Resultados expressos em media + desvio-padr&o.

® _ Resultado expresso em quociente da média de CMSP expostas ao estimulo antigénico, e aquelas que néo foram submetidas ao estimulo (BG — background) + desvio padréo.
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Tabela 9: Percentual dos perfis de memoria de células T ex vivo e in vitro, e seus perfis de ativagcdo celular no final do
tratamento para os pacientes com acompanhamento completo.

Fim do tratamento (n=6)

Linfécitos T Ex vivo In vitro In vitro In vitro
Fold p valor Fold p valor Fold p valor
% ME em CD4" CMSP Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag
HLA-DR* CD38 14.52i17.14d 3.3048.09 0.18+0.28 0.462 7.56+12.16 0.43+0.42 0.755 13.65+16.97 0.78+0.59 0.928
HLA-DR'CD38" 0 0 0 - 0 0 - 0 0 -
HLA-DRCD38" 0 0 0 - 0 0 - 0 0 -

% MC em CD4+

HLA-DR' CD38 13.86+21.07 13.16+8.55 0.32+0.27 0.093 16.97+13.48 0.42+0.43 0.179 29.11+30.87 0.72+1.00 0.484
HLA-DR'CD38" 0.93+1.49 6.98+10.68 2.23%2.54 0.732 1.43+2.26 0.45+0.53 0.532 4.02+2.50 1.28+0.59 0.415
HLA-DRCD38" 6.48+8.87 3.98+8.54 2.12+2.42 0.924 2.71+6.64 1.44+1.88 0.752 5.09+8.66 2.72+2.46 0.755

% Tnaive em CD4+

HLA-DR' CD38 10.53+20.0 18.80+30.8 0.53£1.10 0.468 18.93+24.16 0.54+0.86 0.375 30.13£30.02 0.86%1.07 0.872
HLA-DR'CD38" 4.40+4.33 15.41£18.25 0.72+2.32 0.240 9.8418.34 0.46%1.06 0.064 13.3348.61 0.62£1.09 0.064
HLA-DRCD38" 30.78+30.05 14.59+30.89 1.17+1.61 0.924 14.64+26.18 1.18+1.19 0.788 23.71431.26 1.91+0.69 0.441

. Resultados expressos em media + desvio-padrao.

®_ Resultado expresso em quociente da média de CMSP expostas ao estimulo antigénico, e aquelas que nédo foram submetidas ao estimulo (BG — background) + desvio padréo.

p valor avaliado entre as CMSP estimuladas e aquelas que ndo receberam estimulo antigénico (BG — background). Significancia estatistica se p < 0,05 (Kruskall-Wallis).

Lg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) guyanensis; Lb-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) braziliensis; Tg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de T.
gondii.

CMSP - células mononucleares de sangue periférico avaliadas ex vivo.
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Tabela 9: Percentual dos perfis de memoria de células T ex vivo e in vitro, e seus perfis de

tratamento para os pacientes com acompanhamento completo (continuag&o).

Fim do tratamento (n=6)

ativagdo celular no final do

Linfocitos T Ex vivo In vitro In vitro In vitro
Fold p valor Fold p valor Fold p valor
% ME em CD3°CD4’ CMSP Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag
HLA-DR' CD38 17.91+15.39 17.23+18.91 0.81+0.64 0.864 33.61+23.50 1.58+0.80 0.415 36.67+25.37 1.7340.86 0328
HLA-DR'CD38" 3.1745.48 5.05+8.47 0 - 3.44+8.44 0 - 0 0 -
HLA-DR'CD38" 0.66+1.62 0 0 - 0 0 - 0 0 -
% MC em CD3* CD4
HLA-DR' CD38" 3.9549.68 7.57+12.08 0 - 21.77+38.34 0 - 5.65+10.11 0 -
HLA-DR'cD38" 3.51+8.61 3.6748.99 0 - 0.95+2.34 0 - 0.76+1.87 0 -
HLA-DR'CD38" 0 0 0 - 0 0 - 0 0 -
% Tnaive em CD3'CD4"
HLA-DR' CD38 26.48+31.61 5.01+7.93 0.19+0.28 0.146 11.49+17.94 0.44+0.70 0.347 23.97+36.89 0.93+1.30 0.803
HLA-DR'cD38" 9.99+16.92 12.32+16.58 1.61+1.36 0.788 3.11+7.63 0.40+0.62 0.599 7.78+16.06 1.01#1.32 0.924
HLA-DR CD38" 11.94420.06 7.48+18.34 1.51+1.51 1.000 5.07+12.44 1.02+1.02 1.000 9.77+18.64 1.98+1.54 0.599
% TEMRA em CD3'CD4
HLA-DR' CD38 13.89+14.66 19.02+16.0 0.80+0.62 0.683 22.13+18.80 0.93+0.73 0.806 23.91+14.99 1.01£0.58 0.935
HLA-DR*cD38" 9.33+12.99 13.07+17.24 5.12+2.75 0.253 4.79+8.17 1.87+1.30 0.599 10.06+15.59 3.94+2.49 0.462
HLA-DR CD38" 10.02+15.93 4.69+8.91 0.60+0.46 0.752 2.39+5.85 0.30+0.30 1.000 7.24+10.48 0.920.54 0.446

¢ Resultados expressos em media + desvio-padr&o.
® _ Resultado expresso em quociente da média de CMSP expostas ao estimulo antigénico, e aquelas que n&o foram submetidas ao estimulo (BG — background) + desvio padrdo
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8.5.1 Frequénciade linfocitos T naive; de memdria (central e efetora) e TEMRA
em paciente com leishmaniose cutanea e que apresentou falha

terapéutica; nadoenca ativa e ao longo do tratamento anti-Leishmania.

A tabela 10 mostra-nos mesmos moldes das anteriores, como as CMSP do
paciente que apresentou falha terapéutica (005/16) foram avaliadas ex vivo e in vitro
e como os diferentes estimulos antigénicos inferiram na frequéncia das
subpopulacdes de memdria. Os valores estdo expressos em percentual, pois apenas
um paciente se enquadrou no grupo “falha terapéutica”.

A tabela 11 mostra como a estimulacdo antigénica alterou a frequéncia das
células T de memoria desse paciente, sendo os valores descritos expressos em fold.
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Tabela 10: Frequéncia das células T de memadria circulantes ex vivo, e ap0s estimulo antigénico (in
apés o tratamento para paciente com leishmaniose cutanea que apresentou falha terapéutica.

Falha terapéutica (005/16)

vitro); antes, durante e

Doenga ativa Meio do tratamento Fim do tratamento
Linfécitos T Ex vivo Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag Ex vivo Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag Ex vivo Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag
o, +
% ME em CD4 30.76° 40.72 2959 52.73 54.24 0 0 0 38.97 0 7.22 0
(CD45RA CCR7')
o, +
% MC em CD4 12.72 5.09 4.56 11.80 19.29 0 0 0 21.38 2821|1230 15.25
(CD45RA™ CCR7)
o, .. +
%T naiive em CD4 43.29 46.87 57.20 31.90 2048 95.0 95.0 91.0 3236 64.46 80.28 80.40
(CD45RA™ CCR7")
o, * -
% ME em CD3 CD4 2433 96.46 77.73 98.0 52.85 67.07 4.86 66.01 4873 78.93 82.02 69.70
(CD45RA CCR7')
o, * -
% MC em CD3 CD4 0 2.20 18.35 0 421 27.44 40.16 26.10 3.58 19.62 16.63 28.88
(CD45RA CCR7")
o, . + -
%T naive em CD3'CD4 45.70 0 0.69 0 8.99 407 54.42 5.99 30.92 110 0.82 0.99
(CD45RA™ CCR7")
o, + -
% TEMRA em CD3'CD4 27.70 1.28 3.23 0.82 33.95 0 0 1.90 1678 0 0.53 0
(CD45RA™ CCR7')

¢ - Resultados expressos em percentual.

Lg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) guyanensis; Lb-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) braziliensis; Tg-

Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de T. gondii.

Ex vivo - CMSP - células mononucleares de sangue periférico avaliadas ex vivo.
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Tabela 11: Avaliacdo do aumento de frequéncia nas células T de memodria apdés estimulo antigénico; em paciente de
leishmaniose cutanea que apresentou falha terapéutica; em doenca ativa e ao longo do tratamento.

Falha terapéutica (005/16)

Doenga ativa Meio do tratamento Fim do tratamento
i Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold
Linfécitos T
Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag
+
% ME em CD4 239° 1.74 3.10 0 0 0 0 0.74 0
(CD45RA" CCR7)
+
% MC em CD4 0.40 0.36 0.93 0 0 0 2.79 121 150
(CD45RA™ CCR7")
%T naive em CD4 0.66 0.81 0.45 1.01 1.01 0.96 0.80 1.00 1.00
(CD45RA™ CCR7")
% ME em CD3 CD4 15.14 4.74 5.98 0.88 0.06 0.87 0.95 0.99 0.84
(CD45RA CCR7)
% MC em CD3 CD4 0.14 123 0 154 2.26 147 126 1.06 185
(CD45RA CCR7")
% T naiive em CD3 CD4 0 0.01 0 0.76 1021 1.12 1.08 0.81 0.98
(CD45RA™ CCR7")
o
% TEMRA em CD3°CD4 0.10 0.26 0.06 0 0 1.37 0 0.85 0
(CD45RA™ CCR7)

® _ Resultado expresso em quociente do percentual de CMSP expostas ao estimulo antigénico, e aquelas que ndo foram submetidas ao estimulo
(BG — background).

Lg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) guyanensis; Lb-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) braziliensis; Tg-
Ag - CMSP estimuladas in vitro com antigeno de T. gondii.
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8.6 Frequéncia de células T ativadas (CD38+HLA-DR-, CD38+HLA-DR+ e
CD38- HLA-DR+) nos perfis celulares de memodria (memoria central,
memoéria efetora, T naive e TEMRA) de paciente com leishmaniose
cutanea que apresentou falha terapéutica; durante doenca ativa e ao
longo do tratamento.

Para o paciente que apresentou falha terapéutica ao tratamento preconizado
foi feita novamente uma avaliagéo individual dos seus valores, e a Tabela 12 abaixo,
mostra o percentual de seus fenotipos de ativagéo entre as células T CD3'CD4" e T
CD3'CD4 e seus respectivos perfis de memoria.

Para a determinacdo do perfil de ativacdo celular frente ao estimulo
antigénico foi utilizado mais uma vez o indice fold representado na Tabela 13 como
gue mostra a variacdo no quantitativo de determinado fendtipo de ativacéo celular
guando aquela CMSP fora exposta a determinado antigeno em comparacao aquelas
CMSP néo expostas a nenhum estimulo (BG — background). O indice fold permite
observar de maneira mais clara que ndo houve alteracdo alguma em nivel de
expressdo de marcadores de ativacio celular tanto para as células T CD3'CD4" e T
CD3'CD4 e seus perfis de memoria no periodo antes do tratamento (doenca ativa);
SO é observado aumento na expressao de certos receptores de ativacao celular no
periodo “meio de tratamento” e “fim de tratamento” e marcadamente para as células
T CD3'CD4.

N&o houve significancia estatistica entre nenhum fenétipo avaliado ao longo

do acompanhamento do estudo para o paciente 005/16 (p< 0,05 - Kruskal-Wallis).
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Tabela 12: Frequéncia de células T circulantes (ex vivo) e apds estimulo
antigénico in vitro; na doenca ativa e ao longo do tratamento, de acordo com o
perfil de ativagcdo celular definido por HLA-DR e CD38; para o paciente de
leishmaniose cutanea que apresentou falha terapéutica.

Falha terapéutica (005/16)

Doencga ativa Meio do tratamento Fim do tratamento

Linfécitos T Exvivo | Lg-Ag | Lb-Ag | Tg-Ag || Ex vivo | Lg-Ag | Lb-Ag | Tg-Ag || Ex vivo | Lg-Ag | Lb-Ag | Tg-Ag
% ME em CD4"
HLA-DR' CD38 0 € 33.10 | 90.40 | 36.78 14.80 0 0 0 4.61 0 0 0
HLA-DR'CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HLA-DR'CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
% MC em CD4+
HLA-DR' CD38 0 74.04 | 94.56 92.0 0 0 0 0 0 0 0 0
HLA-DR'CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | 9540 | 9152
HLA-DR'CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

% Tnaive em CD4+

HLA-DR' CD38 1.82 | 63.74 | 52.54 | 59.97 0 0 0 0 2.33 0 0 0
HLA-DR'CD38" 0 35.07 | 17.46 | 39.88 0 983 | 99.2 | 97.71 0 99.73 | 99.8 | 99.87
HLA-DR CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

% ME em CD3'CD4

HLA-DR' CD38 0 521 | 23.72 | 558 || 20.10 | 41.61 | 61.47 | 42.39 || 12.19 | 26.64 | 26.82 | 22.25
HLA-DR'CD38" 0 0 0 0 7.80 8.95 0 8.19 0 34.81 | 2161 | 33.31
HLA-DR CD38" 0 0 0 0 5.59 0 0 0 0 360 | 374 | 4.98

% MC em CD3'CD4

HLA-DR' CD38 0 0 15.45 0 0 24.76 | 68.74 | 29.41 0 17.74 | 12.26 | 9.22
HLA-DR'CD38" 0 0 0 0 0 7.97 | 2864 | 8.94 0 37.10 | 30.37 | 25.28
HLA-DR CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0 542 | 756 | 15.37

% Tnaive em CD3'CD4’

HLA-DR' CD38 0 0 0 0 0 0 | 3484|3936 0 0 0 0

HLA-DR'CD38" 0 0 0 0 0 44.14 | 64.90 | 50.20 0 0 | 8232|9054

HLA-DRCD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
% TEMRA em CD3'CD4°

HLA-DR' CD38 0 0 |5784| o0 26.36 0 0 0 14.47 0 0 0

HLA-DR'CD38" 0 0 0 0 17.04 0 0 0 0 0 0 0

HLA-DRCD38" 0 0 0 0 10.92 0 0 0 0 0 0 0

¢ - Resultados expressos em percentual absoluto

Lg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) guyanensis; Lb-Ag — CMSP estimuladas in vitro com
antigeno de L.(V.) braziliensis; Tg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de T. gondii.

Ex vivo - CMSP — células mononucleares de sangue periférico avaliadas ex vivo.

Zero (0) — ndo expresséo de determinado fendtipo
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Tabela 13: Frequéncia de aumento de determinado perfil de ativacdo de célula
T apo6s estimulo in vitro; antes, durante e apds tratamento de paciente com
leishmaniose cutanea que apresentou falha terapéutica.

Falha terapéutica (005/16)

Doenga ativa Meio do tratamento Fim do tratamento

Linfocitos T Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag Lg-Ag Lb-Ag Tg-Ag
% ME em CD4" Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold
HLA-DR® CD38 of 0 0 0 0 0 0 0 0
HLA-DR*CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HLA-DR'CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0
% MC em CD4+ Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold
HLA-DR' CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HLA-DR'CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HLA-DR-CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0

% Tnaiive em CD4+ Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold
HLA-DR' CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HLA-DR'CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HLA-DRCD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0

o, * -

% ME em CD3 CD4 Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold
HLA-DR' CD38" 0 0 0 1.98 2.93 2.02 1.02 1.21 1.00
HLA-DR'CD38" 0 0 0 2.57 0 2.35 1.72 1.07 1.65
HLA-DR'CD38" 0 0 0 0 0 0 1.18 1.23 1.63

o, + -

%MCem CD3 CD4 Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold
HLA-DR' CD38" 0 0 0 1.13 3.14 1.34 1.74 1.20 0.90
HLA-DR'CD38" 0 0 0 1.15 413 1.29 1.00 0.85 0.007
HLA-DR'CD38" 0 0 0 0 0 0 1.04 1.45 2.95

o, . + -

% Tnaive em (D3 CD4 Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold
HLA-DR' CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HLA-DR*CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HLA-DR-CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0

o, * -

% TEMRA em CD3 CD4 Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold Fold
HLA-DR' CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HLA-DR*CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HLA-DR'CD38" 0 0 0 0 0 0 0 0 0

" — Resultado expresso em quociente do percentual de CMSP expostas ao estimulo antigénico, e aquelas que
néo foram submetidas ao estimulo (BG — background).
Lg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de L.(V.) guyanensis; Lb-Ag — CMSP estimuladas in vitro com

antigeno de L.(V.) braziliensis; Tg-Ag — CMSP estimuladas in vitro com antigeno de T. gondii.
Zero 0) - nao expressao de determinado fendtip
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