INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Centro de Pesquisa René Rachou

Mestrado em Biologia Celular e Molecular

ASSOCIAGCOES ENTRE ASPECTOS CLiNICO-LABORATORIAIS E
PARAMETROS FENOTIPICOS CELULARES
DA IMUNIDADE INATA E ADAPTATIVA NA LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR AMERICANA

PATRICIA MONTEIRO DE FREITAS TEIXEIRA

Belo Horizonte
Maio de 2005

TESE MBCM - CPgRR P.M.F. TEIXEIRA 2005




Ministério da Saude

Fundacao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou

Curso de Pés-graduagao em Ciéncias da Saude

“ASSOCIACOES ENTRE ASPECTOS CLIiNICO-
LABORATORIAIS E PARAMETROS  FENOTIPICOS
CELULARES DA IMUNIDADE INATA E ADAPTATIVA NA
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA”

por

Patricia Monteiro de Freitas Teixeira

Dissertacao apresentada com vistas a obtencéo do Titulo de Mestre em
Ciéncias na area de Biologia Celular e Molecular.

Orientador: Dr. Olindo Assis Martins Filho

Maio, 2005



Ministério da Saude

Fundacao Oswaldo Cruz

Centro de Pesquisas René Rachou

Curso de Pés-graduagao em Ciéncias da Saude

Esta Dissertacao intitulada:

“ASSOCIACOES ENTRE ASPECTOS CLIiNICO-
LABORATORIAIS E PARAMETROS  FENOTIPICOS
CELULARES DA IMUNIDADE INATA E ADAPTATIVA NA
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA”

apresentada por

Patricia Monteiro de Freitas Teixeira

foi avaliada pela banca examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. Dr. Olindo Assis Martins Filho
Profa. Dra. Andréa Teixeira de Carvalho

Profa. Dra. Débora d’Avila Reis

Dissertacao defendida e aprovada em 19 de maio de 2005



Dedico este trabalho a Deus, pela presenca

constante em minha vida.

Aos meus pais, por colaborarem pelo meu
crescimento pessoal e profissional e por lutarem pela
realizacao dos meus sonhos.

Ao Olindo, por seus ensinamentos e por toda sua

dedicacao.



Agradecimentos

Ao meu Pai do Céu, “ndo tenho palavras para agradecer Tua bondade, dia apés dia,
me cercas com fidelidade, nunca me deixes esquecer que tudo que tenho, tudo que
sou, o que vier a ser, vem de Ti Senhor. Tudo, entrego a Ti.”

A minha querida m&e, a forca transmitida e o enorme amor que me manteve
perseverante e confiante. E por ser minha amiga do coragdao, compartilhou comigo
todos esses momentos. E ao meu pai, que mesmo ausente, lutou para a realizagcao dos
meus sonhos. Muito obrigada!

Ao Luiz, pelo carinho, apoio e ajuda nessa caminhada. E pela forte presenca em todos
0S momentos.

Aos meus queridos irmaos, a Bel, pelos conselhos, a Sissi, por sua luz, pela paciéncia
em me ouvir, ao Arnaldo, pelo carinho e a Claudia pelo incentivo. Obrigada a vocés
pela amizade e por nossa cumplicidade.

Ao meu tio Arnaldo, exemplo de pai.

A minha querida e eterna amiga Denise. Obrigada por ter me ajudado a chegar aqui,
sem vocé nada disso seria possivel. Obrigada pela sua amizade. Obrigada por me
ouvir. Obrigada por me compreender. Obrigada por toda ajuda. Obrigada pela pessoa

que é. Obrigada por fazer parte da minha vida e da minha familia. Muito obrigada.

A Thalita, pelas palavras tio sabias, tdo esclarecedoras, sempre me ajudando na busca
da consciéncia.

Ao ejC, minha familia do coragéo. Obrigada pelo carinho e preocupacao.
Ao Dr. Olindo, pelo exemplo de competéncia. Obrigada por todos ensinamentos, pelo

crescimento profissional e pessoal. Pelo carinho, pela atengdo e dedicagédo. Obrigada

por ter permitido realizar esse trabalho com vocé.



A Dra. Silvana, pela doce presenca, pelas sugestdes e por todo apoio.

A Ariane, por toda ajuda, por todos os ensinamentos. Por ter cooperado para o meu
crescimento, pela sua enorme e preciosa colaboragéo para a realizacao desse trabalho.

A Vanessa Pascoal, Roberta Dias e Jordana por todo o apoio. Pela amizade, pela

preocupacao com o meu trabalho. Obrigada por serem tao especiais.

A Dani e ao Renato, obrigada por terem feito parte de um momento tdo importante da
minha vida. Obrigada por todo carinho, por todo cuidado com o meu trabalho e por
todos os ensinamentos. Obrigada por cada momento que estive com vocés. Foi um
imenso prazer. Adoro vocés!

A Eliandra, pela amizade, pelo carinho com que me recebeu. Pelas conversas, por
tornar a vida mais alegre, por ter me proporcionado dias tdo agradaveis. Obrigada por
toda ajuda.

A Roberta Félix, pelos conselhos e atencao. Por estar sempre disposta a nos atender.

A Bia, por todo o apoio técnico.

Ao Marcio, pela atengéo e pela disposi¢cdo em solucionar as minhas duvidas.

A Léia, por sua cumplicidade e por ter compartihado comigo momentos de

descobertas. Obrigada pela sua Presenca significativa.
Aos meus queridos e inesqueciveis amigos do laboratério, obrigada por ter pessoas
como vocés ao meu lado: Xénia, Simone, Renata, Ana Marciano, Ana Wendling,

|zabelle, Paula, Julia, Rodrigo, Natalia, Luiza, Marina e Jaqueline.

Aos amigos do laboratério de Imunologia, pelo carinho com que sempre me receberam.



Aos meus amigos da Pés — graduagéo, pela amizade. Em especial a Marcela, Fabricia,

Fernanda e Marilia pelas conversas, e pelos momentos de partilha.
Ao Paulo, pela atengao e por ajudar a solucionar os meus problemas.

A Comissao de Pés-Graduacao — CPG, por nos receber com atencao, estando sempre

disponiveis para nos ajudar.

A Carol, por todo auxilio na estatistica.

Ao Segemar, pelas constantes e imprescindiveis buscas para a concretude deste.
Ao Edmar pela assisténcia na informatica.

A Carla por tornar o ambiente adequado e propicio para a realizagéo do trabalho.
A Cintia por facilitar o trabalho na lavagem dos materiais.

Aos funcionarios, pelo carinho e pela inesquecivel acolhida.

Aos pacientes, pela oportunidade de aprendizado.



“O conhecimento pode pér o homem em contato com
pequenas porcdes de felicidade que a vida lhe
oferece; e, uma vez conseguidas, ja nao as podera
perder, pois se haverao integrado a sua vida.”

(da Logosofia)



INDICE

LISTA DE TABELAS.........o e sss s s s sas s ssn s s s s s s s s i
LISTA DE FIGURAS.......cicctiessissssssssss s s s s s s m s sss s n s sas s sms s sms s ms s sms ssnas ii
LISTA DE ABREVIATURAS........o o icrcirrirssss s s sssss s s s s ms s smssssnssssnssssssssmssnsmnsas viii
RESUMO.......ocoiiiiiiieiirrsssssssssssssssas s sas s sms s sms s sm s s ss s s sms s s s £ e as s ms s e sms s e me e asme s nmn s nnnnnnnnan xi
Y = 1S I 7Y O Xii
INTRODUGAO......ccoueuereneressssasssssasssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssesesssessssssssssssssssasasssasansnes 1
OBUETIVOS.......iiiiiiirirmrsssssssssssssss s smssssmssssms s s s ssnsssas s sms e smssssmnsssnesssssssansssnssssassns 13
PACIENTES, MATERIAL E METODOS........ccoesurteeassseseessssssassssessssassssssssssssnsssssasanes 16
| = PACIENTES ...ttt ettt et e e eae e e ne e eneeebeeas 17
Il = MATERIAL E METODOS.......ooueeeeeieeeeeeeeeeteeeeeee et en e en s s s ennneneees 20

1 - Material DIOIOQICO. ... 20

2 - Imunofenotipagem dos leucécitos do sangue periférico por citometria de
L1105 TP 20

3 - ANAlISES ©STAtISTICAS. . ..vveeeee ittt 33
RESULTADOS......coicitiiitiisrssassssss s s sss s sssss s ssss s s s sasas s sa s s a s s s sms s sms snsnnsssnssssnsssans 34

PARTE 1 - Aspectos fenotipicos de células envolvidas na imunidade inata: énfase em
MONOCIIOS € NEULIOTIOS. ... e e e e e e e 35

1 - Aspectos fenotipicos de monOCitos CIrCUlANTES. .........oovcviiiiiiiiiiee e 36



2 - Aspectos fenotipicos de neutrdfilos circulantes...........ccoooveiiiiiiicn e 39

PARTE 2 - Aspectos fenotipicos de células envolvidas na imunidade adaptativa: énfase

em subpopulagies INFOCIHANAS. ........ueiiieiiiie e 43
1 - Aspectos fenotipicos de linfocitos T circulantes...........oooviiiiiiiiiei i, 44
2 - Aspectos fenotipicos de linfocitos B circulantes..........c..ooeeiiiiiiiiiiei e 49

PARTE 3 - Associacdes entre aspectos clinico-laboratoriais e parametros fenotipicos

celulares da imunidade inata e adapatativa: énfase no numero e tempo das lesbes e na

positividade da intradermorreacdo de Montenegro..........cccceevveeiiieiiiciieieeeee 55
1 - Aspectos fenotipicos de mondcitos circulantes...........oocveeeeiiiiieee e 56
2 - Aspectos fenotipicos de neutréfilos circulantes..........cooooieeeviiiiiiiiiiiee e, 62
3 - Aspectos fenotipicos de linfécitos T circulantes..........ccccveeiiieeeeeiiiicciieieeee e 70
4 - Aspectos fenotipicos de linfocitos B circulantes..........cccceeieiiiiiiiiiieee e 84
SINTESE DOS RESULTADOS........cccoocmrriirmmrrrssssmsersssssssessssssmssssssssnssssessssnssssasssnnnnes 100
DISCUSSAD.......uceeueurereureeasessssessesssessss s assssessesesesssstasssssstssssssssssssassssasssaseassssssasans 105
(o7 0] N[ o I 1= Yo P 118

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ccoruecureresareecsesesasesessasessssasessssesssesessasesanes 120



LISTA DE TABELAS

TABELA |: Populagao eStudada..........oooueiiiiiiiiieee ettt 19

TABELA IlI: Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para analise

de populagoes, subpopulacdes celulares e moléculas de superficie.........cccveveeeeeeeeennn. 22



LiSTA DE FIGURAS

Figura 1: Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de monécitos
CD 16+ N0 SANGUE PEIITEIICO. .....eie ittt e e e e e sne e e e eneeeea 23

Figura 2: Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de mondcitos
pro-inflamatérios (CD4low+HLA-DR++) N0 sangue PeriferiCo........ccuuuiiuiirieeeiiiieeee e 24

Figura 3: Seqiéncia de procedimentos utilizados para avaliar a expressao da molécula CD23

em MONOCItOS NO SANQGUE PEIITEIICO. ....eeiiuriii ittt 25

Figura 4: SeqUéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de neutréfilos
CD28+, HLA-DR+ e CD23+ N0 SANQUE PEIfEIICO. . .ci i ieiiieeee et e e 26

Figura 5: Sequéncia de procedimentos utilizados para avaliar a expressdo da molécula CD16
em Neutrofilos N0 SANQUE PEIITEIICO. .. ..uii it 27

Figura 6: Sequiéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de subpopulagao
de linfocitos T e subpopulacao de linfécitos B no sangue Periférico.......cccvvveiiiereeeiicciieeeeeeenee, 29

Figura 7: Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de subpopulagao
de linfécitos T ativados N0 SANQUE PEIITEIICO. .......uii i 30

Figura 8: Seqléncia de procedimentos utilizados para avaliar a expressao da molécula HLA-DR
em linfOCitos B NO SANQUE PEFTEIICO. ... uuiiee e 32

Figura 9: Percentual de monécitos CD16+ no sangue periférico de individuos com

Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (e) e de individuos ndo infectados NI (A).................... 36

Figura 10: Percentual médio de mondcitos pré inflamatérios (HLA-DR++) no sangue periférico
de individuos com Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (e) e de individuos nao infectados NI



Figura 11: Analise da expressdo da molécula CD23 em mondécitos do sangue periférico de
individuos com Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (®) e de individuos nao infectados NI

Figura 12: Percentual de neutréfilos CD28+ no sangue periférico de individuos com
Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (e) e de individuos n&o infectados NI (A).................... 39

Figura 13: Percentual de neutréfilos HLA-DR+ no sangue periférico de individuos com
Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (e) e de individuos ndo infectados NI (A).................... 40

Figura 14: Andlise da expressdao de CD16 em neutréfilos no sangue periférico de individuos
com Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (e) e de individuos n&o infectados NI (A)............ 41

Figura 15: Percentual de neutréfilos CD23+ no sangue periférico de individuos com
Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (e) e de individuos nao infectados NI (A)........c.c......... 42

Figura 16: Percentual médio de linfécitos T (A), linfécitos T CD4+ (B) e linfécitos T CD8+ (C)
circulantes no sangue periférico de individuos com Leishmaniose Cuténea Localizada LCL (e) e
de individuos N30 INfECIAAOS NI (£)).....eieiieieeieeieeteee ettt ereeneas 45

Figura 17: Percentual de linfocitos T totais HLA-DR+ (A), linfocitos T CD4+HLA-DR+ (B) e
linfécitos T CD8+HLA-DR+ (C) circulantes no sangue periférico de individuos com
Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (@) e de individuos nao infectados NI

Figura 18: Razdo de linfocitos T CD8+HLA-DR+/CD4+HLA-DR+ circulantes no sangue
periférico de individuos com Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (e) e de individuos nao
el =Yoe=To [T N LI A TR 48

Figura 19: Percentual médio de linfécitos B totais CD19+ (A), B convencionais CD19+CD5- (B)

e linfécitos B1 CD19+CD5+ (C) no sangue periférico de individuos com Leishmaniose Cutanea
Localizada LCL (e) e de individuos ndo infectados NI (A)......cccooeiieieiieieeiesie e 50



Figura 20: Andlise da expressao da molécula HLA-DR em linfécitos B circulantes do sangue
periférico de individuos com Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (e) e de individuos nao
el =Yo v=To [T N L I A TR 51

Figura 21: Percentual de linfécitos CD19+CD23+ no sangue periférico de individuos com
Leishmaniose Cutanea Localizada (e) e de individuos n&o infectados NI (A)........ccccceeveeveneneee. 52

Figura 22: Percentual da razdo de Monécitos HLA-DR+/Linfécitos T CD8+CD23+ (A),
Monécitos HLA-DR+/Linfécitos T CD8+HLA-DR+ (B) e Linfécitos T HLA-DR+/ Linfécito B total
(C) circulantes no sangue periférico de individuos com Leishmaniose Cutanea Localizada LCL
(@) e de individuos N0 INfECTAAOS NI (£))...cviiiiiieieeieieee e 54

Figura 23: Percentual de monécitos CD16+ no sangue periférico de pacientes portadores de
Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-laboratorias
como: (A) LCL-1 (e), LCL-2-4 (#); (B) LCL=<60 (e), LCL>60 dias (*), (C) LCL-TM- (®), LCL-TM+
(¢) e de individuos N0 INfECTAAOS NI (£))...cuviiuieieiicieecee ettt 57

Figura 24: Percentual de mondécitos pré-inflamatérios HLA-DR++ no sangue periférico de
pacientes portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcdo de
aspectos clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (*
), (C) LCL-TM- (®), LCL-TM+ (*) e de individuos n&o infectados NI (A)......ccccoovrerenerierieinnns 59

Figura 25: Andlise da expressdao da molécula CD23 em mondcitos no sangue periférico de
pacientes portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcao de
aspectos clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (*
), (C) LCL-TM- (®), LCL-TM+ (#) e de individuos n&o infectados NI (A)......cccoevvrereneiierieinnns 61

Figura 26: Percentual de neutréfilos CD28+ no sangue periférico de pacientes portadores de
Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-laboratorias
como: (A) LCL-1 (o), LCL-2-4 (#); (B) LCL=<60 (e), LCL>60 dias (*), (C) LCL-TM- (e), LCL-TM+
(¢) e de individuos N0 INFECTAAOS NI (£))...cuviueeieeeeee ettt 63

Figura 27: Percentual de neutréfilos HLA-DR+ no sangue periférico de pacientes portadores de
Leishmaniose Cuténea Localizada, categorizados em fung¢do de aspectos clinico-laboratorias
como: (A) LCL-1 (o), LCL-2-4 (#); (B) LCL=<60 (e), LCL>60 dias (*), (C) LCL-TM- (®), LCL-TM+
(¢) e de individuos N0 INFECTAAOS NI (£))...cuuiiueeeeie ettt 65



Figura 28: Analise da expressao de CD16 em neutréfilos no sangue periférico de pacientes
portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em fungéao de aspectos clinico-
laboratorias como: (A) LCL-1 (o), LCL-2-4 (¢); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM-
(@), LCL-TM+ (#) e de individuos ndo infectados NI (£\).......coeeuieieiieieieciecieee e 67

Figura 29: Percentual de neutréfilos CD23+ no sangue periférico de pacientes portadores de
Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-laboratorias
como: (A) LCL-1 (o), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (*), (C) LCL-TM- (e), LCL-TM+

(¢) e de individuos N0 INFECTAAOS NI (£))...c.viiuieieiece ettt 69

Figura 30: Percentual médio de linfécitos T circulantes no sangue periférico de pacientes
portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em fungéo de aspectos clinico-
laboratorias como: (A) LCL-1 (), LCL-2-4 (¢); (B) LCL=<60 (e), LCL>60 dias (*), (C) LCL-TM-
(@), LCL-TM+ (#) e de individuos ndo infectados NI (A)......cccocuieeeieiiiieciciee e 71

Figura 31: Percentual médio de linfécitos T CD4+ circulantes no sangue periférico de pacientes
portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em fungéo de aspectos clinico-
laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (¢); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (*), (C) LCL-TM-
(®), LCL-TM+ (#) e de individuos ndo infectados NI (£\).......coeouiiieeeeieeeeeeeeeeeeeee e 73

Figura 32: Percentual médio de linfécitos T CD8+ circulantes no sangue periférico de pacientes
portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em fungé@o de aspectos clinico-
laboratorias como: (A) LCL-1 (o), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (*), (C) LCL-TM-
(®), LCL-TM+ (#) e de individuos ndo infectados NI (£\).......coeouveeeoeeieeeeeeeeeeeee e 75

Figura 33: Percentual médio de linfocitos T totais HLA-DR+ circulantes no sangue periférico de
pacientes portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcdo de
aspectos clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (¢); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (*
), (C) LCL-TM- (®), LCL-TM+ (*) e de individuos n&do infectados NI (A)......cccoeovrereneicininnns 77

Figura 34: Percentual médio de linfécitos T CD4+HLA-DR+ circulantes no sangue periférico de
pacientes portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcao de
aspectos clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (*
), (C) LCL-TM- (®), LCL-TM+ (*) e de individuos n&do infectados NI (A)......cccooovrereneiciieinnns 79



Figura 35: Percentual médio de linfécitos T CD8+HLA-DR+ circulantes no sangue periférico de
pacientes portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcao de
aspectos clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (*
), (C) LCL-TM- (®), LCL-TM+ (*) e de individuos n&o infectados NI (A)......ccccevvrereierierieennns 81

Figura 36: Razdo de linfocitos T CD8+HLA-DR+/CD4+HLA-DR+ circulantes no sangue
periférico de pacientes portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em
funcdo de aspectos clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (e); (B) LCL<60 (e),
LCL>60 dias (*), (C) LCL-TM- (e), LCL-TM+ (*) e de individuos ndo infectados NI (A

Figura 37: Percentual médio de linfécitos B totais CD19+ circulantes no sangue periférico de
pacientes portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcao de
aspectos clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (*
), (C) LCL-TM- (®), LCL-TM+ (#) e de individuos n&o infectados NI (A)......ccceeovrerenerierieienens 85

Figura 38: Percentual médio de linfocitos B convencionais CD19+CD5- circulantes no sangue
periférico de pacientes portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em
funcdo de aspectos clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (e); (B) LCL<60 (e),
LCL>60 dias (¢), (C) LCL-TM- (e), LCL-TM+ (*) e de individuos n&o infectados NI (A

Figura 39: Percentual médio de linfocitos B1, CD19+CD5+ circulantes no sangue periférico de
pacientes portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcdo de
aspectos clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (*
), (C) LCL-TM- (@), LCL-TM+ (#) e de individuos n&o infectados NI (A).....ccccveveveveeeerecerenenne. 89

Figura 40: Analise da expressdo da molécula HLA-DR em linfécitos B circulantes no sangue
periférico de pacientes portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em
funcado de aspectos clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (e); (B) LCL<60 (e),
LCL>60 dias (¢), (C) LCL-TM- (e), LCL-TM+ (*) e de individuos n&o infectados NI (A

Figura 41: Percentual médio de linfocitos CD19+CD23+ no sangue periférico de pacientes
portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em fungé@o de aspectos clinico-

vi



laboratorias como: (A) LCL-1 (@), LCL-2-4 (¢); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (*), (C) LCL-TM-
(@), LCL-TM+ () e de individuos N80 infectados NI (£\)......ccvecueeeeeeeeeeeeeeeee e 93

Figura 42: Razao em valores absolutos de Mondcitos HLA-DR+/CD19+CD23+ circulantes no
sangue periférico de pacientes portadores de Leishmaniose Cuténea Localizada, categorizados
em fungao de aspectos clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e),
LCL>60 dias (*), (C) LCL-TM- (®), LCL-TM+ () e de individuos n&o infectados NI (A)........ 95

Figura 43: Razao em valores absolutos de Mondcitos HLA-DR+/CD8+HLA-DR+ circulantes no
sangue periférico de pacientes portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados
em fungao de aspectos clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (0), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e),
LCL>60 dias (*), (C) LCL-TM- (e), LCL-TM+ (*) e de individuos ndo infectados NI (A

Figura 44: Razdo entre Linfécitos T HLA-DR+/CD19+ circulantes no sangue periférico de
pacientes portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcdo de
aspectos clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (¢); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias
(), (C) LCL-TM- (®), LCL-TM+ (#) e de individuos n&o infectados NI (A).....c.cccceoveeeerrerrennne. 99

\iii



LISTA DE ABREVIATURAS

ADCC - Citotoxicidade celular dependente de anticorpos
APCs - Células apresentadoras de antigenos

BSA - Albumina bovina sérica

C5 - C9 - Proteinas do complemento

CD -“Cluster of differentiation”

CD4 - Marcador de superficie celular da subpopulagao de linfécitos T auxiliares

CD8 - Marcador de superficie celular da subpopulacao de linfécitos T citotoxicos
CD14 - Marcador de superficie celular da populacao de mondcitos

CD16 - Marcador de superficie celular da populacao de células NK

CD19 - Marcador de superficie celular da populacao de linfocitos B

DTH - Reacgéao de Hipersensibilidade do tipo tardia

EDTA - Acido Etilenodiaminotetracético

ELISA - Enzyme linked immu

FACScan - Fluorecence Activated Cell Sorter

Fc - Fragao cristalizavel de imunoglobulinas

FceRIl - Receptor Fc de baixa afinidade para imunoglobulina E, também denominado
CD23

FcyRIIl - Receptor Fc de baixa afinidade para imunoglobulina G, também denominado
CD16

FITC - Isotiocianato de fluoresceina

FL - Fluorescéncia

FSC - Forward Angle Light Scatter (Tamanho celular)

FNS - Fundagao Nacional de Saude

viii



GM - CSF - Fator estimulador de colénia de macr6fagos e granulécitos
HLA-DR - Antigeno Leucocitario Humano

lg - Imunoglobulina

IgE - Imunoglobulina E

lgG - Imunoglobulina G

IL - Interleucina

IMF - Intensidade Média de Fluorescéncia

INF-v - Interferon gama

LC - Leishmaniose Cutéanea

LCF — Fator quimiotatico de Leishmania

LCL - Leishmaniose Cutanea Localizada

LMC - Leishmaniose Mucocutanea

LCD - Leishmaniose Cutanea Difusa

LD - Leishmaniose Disseminada

LPG - Lipofosfoglicano

LTA - Leishmaniose Tegumentar Americana

MFF - Solucéo fixadora

MHC - Complexo Principal de Histocompatibilidade
MIP-1a - proteina inflamatéria de macrofago 1alfa
MIP-1B - proteina inflamatéria de macréfago 1beta
NI - Grupo néo infectado

NK — Natural Killer

NO - Oxido Nitrico

PBMC - Células mononucleares do sangue periférico

PBS-P - Tampéao Fosfato Salinico Permeabilizante



PBS-W - Tamp&o Fosfato Salinico de Lavagem

PE — Ficoeritrina

pH - Potencial hidrogenidnico

PMA - Acetato miristico de forbol

RPMI - Meio de cultivo celular

rpm - rotagao por minuto

SSC - Side Angle Light Scatter (Granulosidade celular)
TGF-B — Fator de crescimento tumoral beta

Th1 - Células T CD4" secretoras do padrdo 1 de citocinas
Th2 - Células T CD4" secretoras do padrao 2 de citocinas
TNF-o - Fator de necrose tumoral alfa

WHO - Organizagao Mundial de Saude



RESUMO
Os estudos que avaliam a participagdo de eventos imunolégicos associados a
progressao e resisténcia nas Leishmanioses chamam a atengéo para a necessidade de
maiores investigagdes a fim de identificar a influéncia de variaveis chaves no processo
de categorizagdo dos pacientes. Nesse trabalho analisamos caracteristicas
imunofenotipicas de leucécitos do sangue periférico de individuos portadores de LCL,
categorizados em fungdo de aspectos clinico-laboratoriais, incluindo: o numero de
lesdes (LCL-1 e LCL-2-4), o tempo de lesdo (LCL<60 e LCL>60) e a positividade no
teste de Montenegro (LCL-TM- e LCL-TM+), com énfase em células envolvidas na
imunidade inata e adaptativa. Nossos resultados mostraram que os mecanismos
imunoldgicos que acompanham a infeccao humana por Leishmania séo constituidos de
eventos complexos, multifatoriais que envolvem o estabelecimento concomitante de
ativacdo e imunorregulacado do compartimento da imunidade inata bem como aspectos
fenotipicos sugestivos da ativagdo paralela da imunidade celular e humoral. Esse perfil
complexo foi parcialmente esclarecido, quando consideramos a associacao de aspectos
clinico-laboratoriais com os parametros fenotipicos avaliados. Observamos um
predominio de alteracées associados a imunidade celular no grupo LCL-1, enquanto
uma maior freqiiéncia de aspectos da imunidade humoral foi detectada no grupo LCL-2-
4. Observamos uma dinamica tipica nos eventos da imunidade inata, mais freqlente no
grupo LCL=<60 e adaptativa, preferencialmente detectadas no grupo LCL>60.
Associados ao grupo LCL-TM+, foram os aspectos imunofenotipicos da imunidade inata
e adaptativa associados a atividade protetora leishmanicida. Em conjunto, nossos
resultados demonstram a importancia de se considerar esses parametros clinico-
laboratoriais para a categorizacdo de pacientes portadores de LCL nos estudos de

aspectos imunoldgicos associados a leishmaniose tegumentar americana.
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ABSTRACT
Several studies focusing attention on the immunological events associated with
resistance and susceptibility in Leishmaniasis aware for the need of additional
investigation to identify the influence of key parameters to be used in order to better
classify the patients. Herein we have analyzed immunophenotypic features of peripheral
blood leukocytes from Leishmania patients, categorized base don their clinic-laboratorial
status, including: number of lesions (LCL-1 e LCL-2-4), time of lesion evolution (LCL<60
e LCL>60) and the positivity on Montenegro skin test (LCL-TM- e LCL-TM+), focusing
attention on cell involved on the innate and adaptive immunity. Our results demonstrated
that the immunological mechanisms triggered by Leishmania infection in humans are
constituted by multifactorial and complex events that involve the concomitant
establishment of activation and immunoregulation within the innate immunity
compartment as well as phenotypic features suggestive of parallel activation of cellular
and humoral adaptive immune response. This complex profile was partially clarified
when we considered the association between clinical-laboratorial findings and the
phenotypic features evaluated. We observed a predominance of phenotypic alterations
linked to cellular immunity in the LCL-1 group, whereas a higher frequency of aspects
related to humoral immune response was typical of LCL-2-4 group. We have noticed a
classic dynamic of innate immunity events, more frequently observed within the LCL<60
group and those of adaptive immune response, preferentially detected for the LCL>60
group. Associated with the LCL-TM+ group we found immunophenotypic features
related with the innate and adaptive leishmanicide protective activity. Taken together,
our findings demonstrated the importance of considering these clinic-laboratorial
parameters to better categorize the Leishmania patients in studies of immunological

aspects associated with the American Cutaneous Leishmaniasis
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Associagbes entre aspectos clinico-laboratoriais e parametros fenotipicos celulares da imunidade inata e
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As leishmanioses sdo um complexo grupo de doengas causadas por parasitos da
familia Trypanosomatidae, do género Leishmania (ROSS, 1903). A taxonomia do
género Leishmania € bastante complexa. Apds extensa revisdo, LAINSON & SHAW
(1987) sugeriram a organizacao das espécies que parasitam o homem em dois
subgéneros: Leishmania e Viannia, levando-se em consideracéo o local em que os
parasitos multiplicam-se no tubo digestivo do flebotomineo. O subgénero Viannia
engloba os parasitos do complexo “braziliensis” e o subgénero Leishmania compreende
os parasitos do complexo “mexicana’. No Brasil, as principais espécies que causam
leishmanioses humanas sao L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L (Leishmania)
amazonensis , L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (L.) chagasi, sendo as seis
primeiras dermotrdpicas e a ultima apresentando um carater viscerotropico (GRIMALDI
et al., 1989).

As leishmanioses apresentam um amplo espectro de formas clinicas que
dependem das espécies de Leishmania envolvidas e da relacdo parasito-hospedeiro
(SARAIVA et al., 1989). Em funcao do carater espectral das manifestacdes clinicas das
leishmanioses, diversos autores tém proposto diferentes classificacbes clinicas.
MARZOCHI (1992) propde a classificagdo das Leishmanioses sob quatro formas
clinicas: a leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose mucocutanea (LMC),
leishmaniose cutanea difusa (LCD) e leishmaniose visceral (LV). A Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), objeto de estudo nessa investigacdo, engloba as trés
primeiras formas clinicas. A LCL caracteriza-se por apresentar lesées Unicas ou
multiplas confinadas na pele, observando-se poucos parasitos nas lesdes, tendendo a
cura espontanea. As lesdes se caracterizam por uUlceras com bordas elevadas com o
fundo granuloso, com ou sem exsudacdo (MARZOCHI, 1992). A LMC acomete,
principalmente a mucosa nasal e oral, sendo na maioria das vezes secundaria a lesao
cutanea em atividade ou anos apos ter sido cicatrizada. Essa forma clinica € causada,
na maioria das vezes, pela L. braziliensis, apresentando os niveis de anticorpos mais
elevados que a LCL e uma resposta celular bastante aumentada. A LCD apresenta
menor incidéncia, sendo caracterizada por nédulos nao ulcerados disseminados por
todo o corpo do paciente. Essa manifestacao clinica apresenta aspectos bem diferentes
das outras formas de LTA. Os casos de LCD no Brasil devem-se, principalmente, a
infeccao por L. amazonensis (MARSDEN, 1986).
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Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2004), a LTA
ocorre em 88 paises sendo sua notificacdo compulséria em apenas 30 deles. Do total
de casos de LTA no mundo, cerca de 90% ocorreram em apenas seis paises: o Ira, a
Arabia Saudita, a Siria e o Afeganistao no Velho Mundo, e o Brasil e 0 Peru na América
do Sul. No continente americano, ha uma grande diversidade na casuistica dos
diferentes paises. No Brasil, o numero de casos da LTA vem aumentando
consideravelmente, havendo uma média anual de 35 mil novos casos. A incidéncia da
doencga no Brasil aumentou de 21.800 casos em 1998 para 60.000 casos em 20083.
Segundo a Secretaria de Estado da Saude (SES/MG) em Minas Gerais, pelo menos
401 dos 856 municipios ja registraram a ocorréncia de transmissdo de LTA. Foram
notificados 1074 casos de leishmaniose até o final de 1998 (FNS, 1999).

A LTA é mais comum em trabalhadores que entram em contato com a mata onde
ocorre transmissao. Entretanto, ao lado desse aspecto associado a floresta, a doenca,
foi descrita em areas de colonizagdes antigas ha muito tempo desmatadas e destinadas
a agropecuaria, como por exemplo, o Vale do Rio Doce, no Estado de Minas Gerais
(MAYRINK et al., 1979). Dessa forma, acredita-se que a alta freqiiéncia da doenca em
todos os estados brasileiros, principalmente nas regides norte e nordeste, devem-se
principalmente a dois fatores epidemiolégicos: 1) a agdo antrdpica invasiva, resultando
na maior exposicao a doencga, e 2) 0 processo migratorio, na ocupagao das periferias
dos centros urbanos, fazendo com que varios mamiferos passem a ser novos
reservatorios do parasito (FNS, 1999). Nesse contexto, os principais reservatorios da
LTA sao pequenos roedores silvestres, e em menor propor¢ao animais domésticos.

Os vetores envolvidos na transmissdo da leishmaniose s&o dipteros
pertencentes a familia Phlebotominae, ao género Lutzomyia (SHAW, 1999). A
transmissdo do parasito ocorre através da picada da fémea infectada para exercer o
repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado, sendo inoculadas as formas
promastigotas infectantes (metaciclicas) juntamente com a saliva do flebotomineo. Ao
serem introduzidas no corpo do hospedeiro vertebrado os parasitos inoculados, séao
inicialmente opsonizados por moléculas do sistema do complemento, e penetram nos
macréfagos via receptores CR1 e CR3, onde se transformam em amastigotas. Neste
microambiente intracelular, as moléculas de superficie das formas amastigotas,
principalmente o Lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina gp63, protegem o parasito da

lise no interior do fagolissosoma, inibindo mecanismos oxidativos e enzimas
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lisossomais, promovendo assim condi¢cOes favoraveis para a multiplicagdo do parasito.
Eventualmente, os macréfagos infectados se rompem e liberam as formas amastigotas,
que infectam macréfagos adjacentes, contribuindo assim para a instalacdo do quadro
infeccioso. Ao exercer novo repasto, o inseto ingere juntamente com o0 sangue,
macroéfagos parasitados por formas amastigotas. No interior do trato digestivo do vetor,
os macréfagos se rompem liberando as formas amastigotas que se transformam em
formas promastigotas, que se multiplicam ainda no sangue ingerido, envolto por uma
matriz peritrofica secretada pelas células do estbmago do inseto, a qual se rompe ap6s
alguns dias do repasto. Apdés a desintegracdo da matriz peritréfica, as formas
promastigotas migram para o intestino do vetor, onde ocorre nova multiplicacdo e
diferenciacédo. As Leishmanias na forma promastigota metaciclica migram para a regiao
anterior do tubo digestivo prontas para infectarem um novo hospedeiro (SHORTT et al.,
1931; SACKS, 1989).

A prevencao da LTA é dificil, ja que seus vetores e reservatorios sao
predominantemente silvestres, dificultando, dessa forma, a eliminacdo de animais
infectados, bem como o uso de inseticidas. Apesar da LTA se caracterizar por um
padrao epidemiolégico silvestre, existem areas periurbanas onde houve adaptacao do
vetor no ambiente peridomiciliar, aumentando assim, a freqiéncia de cdes com LTA no
nordeste e sudeste do Brasil (MARZOCHI & MARZOCHI, 1997). Além disso, o controle
da LTA apresenta restricoes, devido aos aspectos multiplos inerentes ao parasito, aos
vetores, reservatérios e hospedeiros. Varias sao as tentativas de desenvolvimento de
métodos capazes de controlar a doenca. Atualmente, medidas profilaticas anti-LTA
estdo baseadas no controle vetorial (MARZOCHI & MARZOCHI, 1997), associado ao
tratamento de casos humanos (TOLEDO et al., 2001).

Atualmente, o tratamento da LTA esta baseado principalmente na quimioterapia
com antimoniais pentavalentes. A utilizagdo de Interferon-gama (IFN-y) recombinante
associado ao antimonial no tratamento da LCD tem apresentado resultados
promissores (BADARO et al., 1993). Numa outra abordagem terapéutica, recentemente,
a vacina contra LTA desenvolvida por MAYRINK et al. (1979) tem sido empregada em
associacao com antimoniais, com bons resultados em casos onde o antiménio
apresenta-se ineficaz ou induz efeitos colaterais graves (MAYRINK et al., 1979;

MAYRINK et al., 1985). Essa associacdo da imunoterapia ao antiménio, denominada
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imunoquimioterapia vem demonstrando-se eficaz no tratamento de pacientes co-
infectados com HIV-Leishmania, resistentes a terapia com as drogas convencionais (Da
CRUZ et al., 1999). Este novo enfoque da terapéutica da LTA chama a atencéo para a
necessidade de estudos no campo da imunologia, que possam dar suporte na
interpretagcdo dos resultados, bem como auxiliar na elaboracdo de novos esquemas

terapéuticos aplicaveis em situagdes especiais.

Os mecanismos imunologicos que protagonizam a leishmaniose vém sendo
investigados, a fim de elucidar os aspectos associados aos eventos de protecdo e
imunopatologia durante a progressao da doenca. Grande parte dos conhecimentos
sobre os aspectos imunolégicos na LTA foi consolidada a partir de estudos realizados
através de infeccbes experimentais em modelo murino (HOWARD et al., 1980;
LOCKSLEY et al.,, 1987). Esses estudos permitiram a elaboragcdo de uma proposta
geral de que a recuperacao e resisténcia a leishmaniose devem-se principalmente ao
componente celular da resposta imunoldgica, relegando a participacdo humoral a um
segundo plano (LOCKSLEY et al., 1987).

O estudo da leishmaniose em modelo murino permitiu uma melhor compreensao
acerca dos mecanismos imunorreguladores e imunopatoldgicos na LTA. A resisténcia a
infeccao observada em camundongos C57BL/6 infectados com L. major, esta
relacionada a ativacao e diferenciacao de células T CD4+ do Tipo 1, secretoras de IFN-
v (LOCKSLEY et al., 1987), que € a principal citocina associada a resisténcia, que em
sinergia com o TNF-a, promove a ativagdo de macréfagos e, conseqglientemente,
favorece a eliminacdo das Leishmanias (GREEN et al., 1990). Dentre os mecanismos
da resposta imune celular efetora ja descritos, acredita-se que a destruicao da
Leishmania seja mediada por macréfagos ativados principalmente através da producao
de 6&xido nitrico (NO) (WEI et al., 1995). Por outro lado, outras linhagens de
camundongos (BALB/c) desenvolvem uma resposta imune predominantemente do Tipo
2 apos a infecgcdo com L. major (LOCKSLEY et al., 1987). Nestes animais, células T
CD4+ produzem IL-4 em resposta a antigenos de Leishmania. A IL-4 regula
negativamente a producao de IFN-y e NO, impedindo a destruicao dos parasitos pelos
macroéfagos. Além disso, a IL-4 promove a diferenciagdo de células T CD4+ do Tipo 2
com secrecao de IL-4, IL-5 e IL-10, entre outras citocinas, bem como a produgédo de

anticorpos especificos (HEINZEL et al., 1989). Os mecanismos que levam
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preferencialmente a ativagdo e expansao de diferentes tipos de células T CD4+ ainda
nao estdo completamente esclarecidos. Evidéncias sugerem que varios fatores possam
afetar este processo durante a infeccéo por Leishmania: 1) a interacdo do parasito com
células apresentadoras de antigenos com habilidades distintas de apresentar diferentes
classes de moléculas antigénicas, 2) a influéncia de sinais co-estimuladores, 3) os
mecanismos de transducao de sinais utilizados pelas subclasses das células T CD4+ e
4) o perfil de citocinas presente durante os eventos iniciais da diferenciagdo celular
(GRIMALDI & TESH, 1993).

Recentemente grande importancia tem sido dada aos eventos iniciais da
resposta imune na LTA experimental, com énfase no papel da imunidade inata no
direcionamento da imunidade adaptativa. Existem evidéncias de que o desenvolvimento
da LTA murina é criticamente dependente dos eventos iniciais que ocorrem logo apds o
encontro dos parasitos com neutrofilos que parecem ser as primeiras células
hospedeiras do parasito, enquanto aguardam a chegada de macréfagos ao foco de
infeccado (WOODMAN et al., 1998; PEARSON & STEIGBIGEL, 1981). Neste contexto,
células da imunidade inata, como os granulécitos, macréfagos e células dendriticas
secretam citocinas e quimiocinas, resultando em um microambiente favoravel ao
direcionamento da diferenciacdo das células T presentes nos linfonodos proximais, para
células do Tipo 1, com papel protetor, ou Tipo 2 associados ao fenétipo de
susceptibilidade (STENGER & ROLLINGHOFF, 2001). Em suma, os dados obtidos em
modelo experimental murino para LTA, sugerem que uma resposta imune celular
efetora contra a Leishmania promove a sintese de IL-12 e a diferenciacdo de células T
CD4+ do Tipo 1, com producdo de IFN-y e TNF-a, culminando na ativacdo de
macroéfagos, producao de NO, eliminacao dos parasitos e resolugao da infecgcao.

Entretanto, os mecanismos protetores e imunopatoldégicos demonstrados no
modelo murino de infecgdo com L. major, devem ser analisados com cautela,
considerando a necessidade de validagdo para o contexto da infeccdo humana.
Acredita-se que outros fatores contribuem no desenvolvimento e na resolugdo da
Leishmaniose humana, onde a resposta imune humana nado tem sido tdo bem
caracterizada como em modelos experimentais (MELBY et al., 1994).

Como observado em modelo experimental, varios autores mostram o
envolvimento da resposta imune celular na resolugao da infeccdo humana (CARVALHO
et al.,, 1985; Da CRUZ et al., 1994). Entretanto, a contribuicdo das diferentes
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populacées celulares e citocinas ainda ndo estdo bem esclarecidas. Dados
relacionados ao perfil fenotipico celular do infiltrado inflamatério no foco das lesdes
cutaneas, bem como os estudos da expressdo de citocinas e quimiocinas realizados
através da analise de bidpsias da lesdo tém demonstrado resultados bastante
controversos, principalmente quando consideramos a espécie de Leishmania infectante
e o tempo de lesao.

Estudos realizados em camundongos infectados com L. major, avaliaram a
participagao das células da imunidade inata no curso da infecgéo. Foi observado que os
granulécitos sdo as primeiras populagdes leucocitarias a serem recrutadas ao local de
infeccdo, em seguida os macrofagos passam a ser predominante na lesdo na fase
inicial (MULLER et al.,, 2001). GUTIERREZ et al. (1991) mostraram haver uma
correlacdo inversa entre a presenca de amastigotas e a presenca de eosindfilos nas
bidpsias de lesdes de pacientes portadores da LTA. Com relacao as células NK, essas
tém sido implicadas como mediadoras da interface da resposta imune inata e adquirida
(BACKSTROM et al., 2003). MAASHO et al. (1998) sugeriram que as células NK
estariam envolvidas no processo de protecao e cura de pacientes com LCL. Além das
células da imunidade inata contribuirem para a contengéo do parasito na fase inicial da
infeccdo, ha evidéncias da participacdo dessas células na sintese de citocinas com
propriedades imunorregulatérias, podendo influenciar na diferenciacdo das células T
(TACCHINE-COTTIER et al., 2000).

Alguns estudos que avaliam a freqUéncia de subpopulacdes de linfécitos T no
infiltrado inflamatério das les6es cutaneas de pacientes portadores de LCL relatam um
predominio de linfécitos T CD4+ (BARRAL et al., 1987; PIRMEZ et al., 1990; ESTERRE
et al., 1992), enquanto outros demonstram um envolvimento maior de linfécitos T CD8+
nas lesdes (MODLIN et al., 1985; MARTINEZ-ARENDS et al., 1991; VIEIRA et al.,
2002; SILVEIRA et al., 2004). Nesse contexto, foi observado que as lesdes de
pacientes portadores de LCL com menos de 1 ano de evolugdo, apresentam
frequéncias semelhantes de células T CD4+ e T CD8+, bem como a presenca de
células T CD25+, expressando o marcador de ativagdo HLA-DR (MARTINEZ-ARENDS
et al., 1991). Num estudo que avaliou a relagéo entre tempo de evolugéo da doenca e o
fendtipo celular presente na lesédo, LIMA et al. (1994) ndo observaram variagcées no
percentual de macréfagos, células B e linfocitos T CD4+ e T CD8+. Entretanto, foi

observado que lesdes recentes apresentavam um aumento no percentual de células
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Tyd+, quando comparadas com les6es mais antigas. A andlise das lesdes de pacientes
infectados com L. major, no momento do diagndstico e durante o processo de cura,
mostrou a presenca de grande nimero de células expressando o marcador de ativagéao
celular HLA-DR no momento do diagnostico, e uma diminuigdo no percentual de células
T CD8+ na lesdo durante a cura (GAAFAR et al., 1999). Estudos que avaliam a
expressao de citocinas na lesdo de individuos portadores de LCL demonstram um
predominio de IFN-y sobre IL-4 e baixa expressdo de IL-5 e IL-10 (CACERES-
DITTMAR et al., 1993). MELBY et al. (1994) avaliando a expressao de citocinas na
lesdo de pacientes infectados com L. mexicana, observaram um aumento significativo
na expressao de IL-1, TNF-a, IL-10 e TGF-B nas lesdes antigas (> 4 meses de
evolugcado), quando comparado a lesdes mais recentes (< 2 meses de evolugao).
Estudos realizados por VIEIRA et al. (2002) demonstram que na lesdo ha um
predominio paralelo de células T CD8+, com presenca de células IFN-y e TNF-a
positivas.

Em conjunto, os estudos imunofenotipicos mais recentes tém confirmado o papel
de células T CD8+ na resposta imune com um perfil mais balanceado na LCL,
sugerindo a importancia dessas células no processo de cura da infec¢ao (SILVEIRA et
al., 2004). Cabe ressaltar que o estudo do perfil imunofenotipico em células das lesdes
da LTA humana apresenta restricoes, ja que freqlentemente, as lesées sao multiplas,
dessa forma, como instrumento alternativo de investigacao, varios autores tém proposto
a avaliagao dos elementos e eventos da resposta imune, através da andlise de
leucocitos do sangue periférico, como perspectiva de retratar o perfil imunolégico de
todas as lesdes, sumariando a resposta imune (GAAFAR et al., 1999).

Os estudos dos aspectos imunofenotipicos de leucécitos do sangue periférico
humano tém sido realizados tanto no contexto ex vivo, quanto apds intervengdes
antigeno-especificas in vitro em estudos realizados com células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) em culturas convencionais in vitro ou amostras de sangue
total empregadas em técnicas de cultura rapida in vitro. A maioria desses estudos
aborda aspectos gerais de associacado entre o perfil fenotipico celular e aspectos
clinico-laboratoriais dos pacientes, visando associar um determinado perfil fenotipico
com os eventos de resisténcia e susceptibilidade na LTA. Nesse contexto, os

parametros de resisténcia e susceptibilidade tém sido estudados considerando-se como
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“susceptivel” o grupo de individuos infectados, portadores de lesdo recente e doenca
ativa. Ja a ‘resisténcia” tem sido considerada como uma caracteristica observada em
individuos portadores de lesdo cronica, em processo de resolugcdo, em individuos
curados apo6s quimioterapia ou imunoquimioterapia, em individuos vacinados e aqueles
naturalmente resistentes residentes em areas endémicas para a LTA. Do ponto de vista
laboratorial, a resisténcia a infeccao na LTA tem sido associada a positividade na
intradermorreagdo de Montenegro (TM) (BOURREAU et al., 2003; MAYRINK et al.,
1979).

Considerando o exposto, estudos realizados por ADJARY et al. (2000)
demonstraram que PBMC de pacientes com lesGes ativas e individuos curados
produzem altos niveis de IFN-y, paralelos a auséncia ou baixos niveis de IL-4 em
culturas estimuladas in vitro com antigenos de L. major. Por outro lado, a auséncia ou
baixos niveis de IFN-y, paralelo a uma alta produgcédo de IL-4 foram encontrados em
pacientes portadores de lesbes crbnicas. Na maioria dos individuos avaliados as
células que expressavam citocinas intracelulares ap6s a incubagcao com antigeno, eram
linfocitos T CD4+. Nao foram encontradas diferengas significativas no percentual de
linfécitos T CD8+ produtores de citocinas, quando avaliados em culturas-controle ou
estimulados com antigenos do parasito. Entretanto, vérios trabalhos reforcam a
hipétese de que os linfécitos T CD8+ estejam envolvidos nos mecanismos
imunoprotetores na LTA e que o estabelecimento de um padrao de resposta do Tipo 1,
com producdo de IFN-y seja importante para o processo de resisténcia na LTA. A
analise da resposta celular in vitro, empregando-se PBMC estimuladas com L. major
mostrou um menor percentual de linfécitos T CD8+ nos pacientes ao diagndstico,
quando comparado aos valores observados no processo de cura poés-terapéutica
(GAAFAR et al.,, 1999). Estudos desenvolvidos por DA CRUZ et al. (1994) e
COUTINHO et al. (1998) também utilizando culturas de PBMC estimuladas in vitro com
antigenos de L. braziliensis, mostraram um maior percentual de linfocitos T CD8+ nas
culturas de células de individuos curados, em relagao aos individuos avaliados antes do
tratamento, os quais apresentam um predominio de linfécitos T CD4+. Esses autores
acreditam que no processo de cura pos-terapéutica especifica na LTA mais importante
que apenas o predominio de linfécitos T CD8+ seria o balanco entre as células T CD4+
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e T CD8+, em que as primeiras teriam sua propor¢ao diminuida durante o processo de
cura.

Ainda no contexto da resisténcia na LTA, MENDONCA et al. (1995) observaram
uma expansao de linfécitos T CD8+ em culturas de PBMC de individuos vacinados,
apés estimulacdo in vitro com antigenos de L. braziliensis, contrastando com um
predominio de linfécitos T CD4+ em culturas de PBMC obtidas de pacientes infectados.

Estudos mais recentes, empregando uma nova abordagem de culturas in vitro,
utilizando culturas de sangue total de curta duracao, tém demonstrado maior correlagao
com os achados imunofenotipicos que apontam o papel importante de linfocitos T CD8+
nos eventos de resisténcia na LTA (MASINI, A.B. 2005, comunicacao pessoal). Esse
estudo demonstra um maior envolvimento de citocinas do Tipo 1 (IFN-ye TNF-a) em
individuos portadores de lesdo crénica, em processo de resolugdo e em individuos
curados, e maior envolvimento de citocinas do Tipo 2 em portadores de lesdes recentes
e individuos nao infectados de area endémica para LTA.

Entretanto, também foi demonstrado que os linfécitos T CD4+ apresentam um
aumento na sintese de IFN-y tanto no grupo com lesdes recentes quanto no grupo com
lesGes tardias, € um aumento da sintese de TNF-a pelos linfécitos T CD4+, nos eventos
mais tardios (MASINI, A.B. 2005, comunicagao pessoal).

Tomados em conjunto, estes resultados, embora ainda um pouco controversos,
sugerem que em humanos, as células T CD8+, a sintese de IFN-y com auséncia ou
producao reduzida de IL-4 estejam envolvidas nos mecanismos de imunidade protetora
na LTA. Por outro lado, um predominio de linfécitos T CD4+ sobre CD8+ e maior
producao de IL-4 estdo associados aos eventos de susceptibilidade na LTA. Assim,
podemos postular que a resolugédo da infeccdo humana esta associada ao componente
celular da resposta imunoldgica e que as células T CD8+ e a citocina IFN-y parecem
participar dos mecanismos de resisténcia e recuperacao na leishmaniose tegumentar.

Cabe ressaltar, entretanto, que a resposta imune do hospedeiro portador de LTA
a antigenos derivados de Leishmania, ndo deve ser avaliada de forma dirigida, restrita a
aspectos fenotipicos associados aos eventos de imunidade celular. Nesse contexto, a
resposta imune deve ser considerada como um somatério de interagbes entre
moléculas sinalizadoras sob a forma de fatores solUveis, receptores de superficie

celular e imunoglobulinas. Existem evidéncias obtidas em modelo experimental murino
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que demonstram a participagdo de padrdes distintos de resposta imune humoral nos
eventos protetores e imunopatoldégicos na LTA experimental, onde se observa uma
associacao entre os eventos protetores da resposta do Tipo 1 e o predominio de IgG2a
enquanto, maior producao de IgG1 e IgE, tem sido associado a resposta do Tipo 2 e
maior susceptibilidade dos animais (STEVENS et al., 1988). Em humanos, LABRADA et
al. (1989) demonstraram o predominio de niveis de IgM anti-Leishmania nos soros de
pacientes com lesdes recentes e 0 aumento dos niveis de IgG anti-Leishmania nos
soros de pacientes com lesdes tardias. Alguns estudos tentam associar os niveis
séricos de anticorpos com aspectos clinico-laboratoriais da LTA. O'NEIL et al. (1993)
demonstraram que pacientes com maior tempo de lesdo e com acometimento das
mucosas apresentam maiores niveis de IgE e IgA especificas para Leishmania,
respectivamente. Alguns estudos tentam associar o aumento dos niveis séricos de IgG
com a gravidade da infeccao (SCHURR et al., 1986). Entretanto, os estudos da
resposta imune humoral na LTA ainda apresentam lacunas importantes e resultados
controversos. Por exemplo, num estudo realizado por SOUZA-ATTA et al. (2002) foi
demonstrada a existéncia de uma correlagao positiva entre os niveis séricos de IgE e o
tamanho da intradermorreagdo de Montenegro, que esta geralmente associada a
capacidade do paciente em montar uma resposta celular. Por outro lado, os autores
mostram uma correlacdo negativa entre o nivel de IgE e o niumero de lesées, esse
geralmente associado a um padrao de resposta do Tipo 2. Além disso, outro estudo
demonstra uma correlagcao positiva significativa entre CD23s e IgE anti-Leishmania, em
pacientes portadores da LCL, que poderiam estar contribuindo para a morte do parasito
(CABRERA et al., 2003).

O papel de subpopulagées de linfocitos B na LTA ainda encontra-se obscuro e
requer maiores esclarecimentos. Estudos em modelo experimental mostraram que
camundongos BALB/c depletados de células B1 (CD5+) s&o capazes de montar uma
resposta imune do Tipo 1 associada a uma menor gravidade da doenga, conferindo
assim uma maior resisténcia a infeccdo por L. major (HOERAUF et al., 1994).
Entretanto, BABAI et al. (1999) observaram que a infeccdo progride de forma mais
grave nos camundongos BALB/c com deplecao sistémica das células B1, sugerindo
que essas células ndo contribuem para a suscetibilidade dos camundongos BALB/c
infectados com L. major. VIEIRA et al. (2002), avaliando o perfil imunofenotipico de

linfécitos presentes nas lesdes de pacientes portadores de LTA, observaram uma maior
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freqUéncia de células B associada a alta producao de IFN-y nas lesbes de pacientes
portadores de LCL, quando comparado aos pacientes portadores de leishmaniose
disseminada, sugerindo que tal associacao poderia estar relacionada a contencao dos
parasitos e os eventos de protecdo na LTA. Os autores propdem que nas lesdes, a
elevada expressao de IFN-y estaria estimulando células B a secretarem anticorpos da
subclasse IgG1 que poderiam estar envolvidos no processo de opsonizacao,
promovendo uma fagocitose mais eficiente, levando ao controle do parasitismo. Por
outro lado, os parasitos poderiam usar dessa via para ganharem acesso aos fagocitos,
promovendo a sua multiplicagdo no interior dessas células.

A participacao de eventos imunolégicos associados a progressao e resisténcia a
doenca tem sido investigada em diversos trabalhos. Em modelo experimental, a
polarizacao da resposta imune do Tipo 1 e Tipo 2 esta bem caracterizada, entretanto os
mecanismos imunoldgicos na infeccdo humana necessitam de maiores investigacoes.
COUTINHO et al. (1996) demonstraram que a infeccdo humana nao apresenta uma
resposta polarizada do Tipo 1 ou do Tipo 2, como demonstrado nos trabalhos
experimentais com camundongos. Nesse contexto, observa-se ainda a necessidade de
maiores investigacdes da resposta imune na LTA, para a identificagdo de variaveis
chaves no processo de categorizacdo dos pacientes avaliados, considerando que além
dos aspectos inerentes ao parasito infectante e a sincronicidade do processo
infeccioso, variaveis outras, como os aspectos clinico-laboratoriais do paciente podem
ter um impacto diferencial no perfil de resposta imune observado. A fim de contribuir
para o entendimento dos mecanismos imunoldgicos associados a LTA humana,
propusemos para esse estudo, uma investigagcdo detalhada de caracteristicas
imunofenotipicas de leucécitos do sangue periférico de individuos portadores de LCL,
com énfase em células envolvidas na resposta imune inata e adaptativa. O estudo
dessas populacdes celulares sera focalizado considerando-se uma proposta de
categorizacao dos pacientes em fungao de aspectos clinico-laboratoriais relevantes no
contexto da LTA.
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Objetivo Geral

Estudar aspectos fenotipicos celulares da imunidade inata e adaptativa no
sangue periférico de pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana

Objetivos especificos

1) Caracterizar aspectos fenotipicos de células envolvidas na imunidade inata: énfase

em mondcitos e neutrofilos;

2) Analisar aspectos fenotipicos de células envolvidas na imunidade adaptativa: énfase

em subpopulagdes linfocitarias;

3) Investigar possiveis associagfes entre aspectos clinico-laboratoriais e parametros
fenotipicos celulares da imunidade inata e adaptativa: énfase no niumero e tempo das

lesdes e na positividade da intradermorreacdo de Montenegro.
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Para alcancar os objetivos especificos propostos nesse estudo, foram abordados os
seguintes tépicos de investigacao:

Aspectos da Imunidade Inata:

I - Aspectos fenotipicos de mondcitos circulantes:
A - Frequiéncia de “macrofagos - like” (CD16+)
B - Freqiéncia de mondcitos pro-inflamatdrios (HLA-DR++)
C - Expressao do receptor CD23 por monocitos

Il — Aspectos fenotipicos de neutrofilos circulantes:
A - Frequéncia de neutrofilos CD28+
B - Freqliéncia de neutrdfilos HLA-DR+
C - Densidade de expressao do receptor CD16 por neutrofilos
D - Frequéncia de neutréfilos CD23+

Aspectos da Imunidade Adaptativa:

I - Aspectos fenotipicos de linfocitos T circulantes:
A - Frequiéncia de subpopulacées de linfocitos T (CD4+ e CD8+)
B - Freqiiéncia de subpopulacées de linfocitos T ativados (HLA-DR+)

Il - Aspectos fenotipicos de linfécitos B circulantes:
A - Freqiéncia de subpopulacées de linfocitos B (CD5- e CD5+)
B - Densidade de expressdo de HLA-DR em linfécitos B
C - Freqtiéncia de linfocitos B CD23+

Balanco da resposta imune:

A - Razao entre Mondcitos HLA-DR+/Linfécitos CD19+CD23+
B - Razao entre Mondcitos HLA-DR+/Linfécitos T CD8+HLA-DR+
C - Razao entre Linfécitos T HLA-DR+/Linfécitos CD19+
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| - PACIENTES

Neste estudo foram incluidos 27 individuos portadores de Leishmaniose Cutanea
Localizada (LCL) e 24 individuos nao infectados (NI). Todos os individuos analisados
foram voluntarios residentes em uma area endémica para a leishmaniose, na cidade de
Caratinga, Vale do Rio Doce — Estado de Minas Gerais. A equipe do Departamento de
Parasitologia da UFMG, sob a coordenacgao do Dr. Wilson Mayrink, vem atuando nesta
area endémica desde 1965, fornecendo assisténcia médica ambulatorial para mais de
10.000 pacientes. Os pacientes foram avaliados clinicamente por um médico
dermatologista e o diagnéstico da LCL realizado através do teste parasitolégico por
pesquisa direta do parasito (PAR) em material de bidpsia das bordas das Ulceras e
através de teste imunoldgico de hipersensibilidade tardia pela intradermorreacdo de
Montenegro (TM). A selegéo e o recrutamento dos voluntarios, bem como a coleta do
material biolégico foram realizadas no Centro de Tratamento de Leishmaniose (CTL)
em Caratinga - MG. Todo procedimento diagnéstico foi realizado por um técnico em
patologia clinica, funcionario da Fundacao Nacional de Saude (FNS).

Ap6s a avaliagdo clinica, os individuos selecionados foram inicialmente
agrupados como portadores da LCL, por apresentarem resultado positivo em pelo
menos um dos testes diagnésticos empregados (PAR-/TM+, PAR+/TM-, PAR+/TM+).
Posteriormente, os pacientes portadores de LCL foram categorizados em funcao de

aspectos clinico-laboratoriais em diferentes subgrupos, como descrito a seguir:
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LCL-1 — Pacientes portadores de LCL caracterizada pela presenca de uma lesao;
LCL-2-4 — Pacientes portadores de LCL caracterizada pela presenca de duas a quatro
lesdes;
LCL<60 — Pacientes portadores de LCL caracterizada por lesao recente, com tempo de
evolugéo inferior ou igual a 60 dias;
LCL>60 — Pacientes portadores de LCL caracterizada por leséo tardia, com tempo de
evolugéo superior a 60 dias;
LCL-TM- — Pacientes portadores de LCL com intradermorreacdo de Montenegro
negativa;
LCL-TM+ — Pacientes portadores de LCL com intradermorreacdo de Montenegro
positiva.

O grupo controle foi constituido por individuos saudaveis, residentes na mesma
area endémica, consistindo de individuos TM-.

Esse estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Fundagao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), sob o numero de protocolo 0070/99 — CEP/FIOCRUZ.

A TABELA | apresenta os dados demogréaficos dos grupos de individuos

estudados.
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TABELA | - Populacao estudada

Grupos Sigla Idade Sexo M/F | Total
N&o Infectados NI 08-64 1212 24
LCL 05-83 17/10 27
LCL-1 14-83 14/6 20
LCL-2-4 05-37 4/3 7
Leishmaniose Cutanea Localizada LCL=<60 05-58 11/7 18
LCL>60 11-83 7/2 9
LCL-TM- | 07-47 4/1 5
LCL-TM+ 05-83 14/8 22
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Il - MATERIAL E METODOS

1 — Material biolégico

No presente estudo, foram avaliadas amostras de sangue periférico de
individuos residentes em area endémica de LCL, que apresentavam lesao cutanea e
com resultado positivo em pelo menos um dos testes diagnoésticos empregados.
Também foram avaliadas amostras de individuos que nao apresentavam lesdo ativa
e/ou cicatriz compativel com LCL. O sangue periférico foi coletado a vacuo em tubos de
5 mL, contendo anticoagulante EDTA e foi utilizado para a realizagdo do hemograma e

para os ensaios de imunofenotipagem de leucdcitos no contexto ex vivo.

2 — Imunofenotipagem dos leucécitos do sangue periférico por citometria de fluxo

Procedimento experimental

Os ensaios de imunofenotipagem dos leucécitos do sangue periférico foram
feitos segundo o protocolo proposto pelo fabricante Becton Dickinson, modificado
conforme descrito a seguir.

Aliquotas de 100 pl de sangue periférico total, coletados em EDTA foram
transferidas para tubos de poliestireno 12 x 75 cm (Falcon), contendo coquetel de
anticorpos monoclonais especificos para marcadores de superficie celular de interesse,
marcados com fluorocromos distintos (TAB. II). As combina¢cées de anticorpos
monoclonais foram estabelecidas em funcdo dos imunofendtipos de interesse e
incluiram: 1gG1/IgG1; CD4/CD3; CD8/CD3; CD19/CD3; CD16/CD3; CD4/HLA-DR;
CD8/HLA-DR; CD4/CD28; CD19/CD5; CD19/CD23. As misturas de anticorpos foram
diluidas previamente em PBS 0,015M, pH 7,4 contendo 2% de BSA (reagentes SIGMA,
E.U.A.), empregando diluicdes previamente estabelecidas através de ensaios de
titulacdo de cada anticorpo empregado. Ap6s homogeneizacdo em voértex, a mistura
reacional foi incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a lise dos eritrocitos, utilizando 2 mL de
solucdo de lise comercial (FACS™ Lysing Solution — Becton Dickinson) diluida 10 vezes
em agua destilada. As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram submetidas a centrifugacéo a
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400G por 10 minutos a 18°C. O sobrenadante foi descartado, as amostras lavadas com
2ml de PBS (0,015M pH 7,4), sendo novamente submetidas as mesmas condi¢coes de
centrifugacao. Posteriormente, as amostras foram fixadas com 300 pl de solugao
fixadora - MFF (10g/I de paraformaldeido, 1% de cacodilato de s6dio, 6,67 g/l de cloreto
de sédio, pH 7,2). Apés um periodo adicional de 15 minutos a 4°C, a andlise dos
parametros morfométricos e imunofenotipicos das células presentes em cada tubo foi
determinada com o auxilio de um citémetro de fluxo (FACScan — Becton Dickinson),
utilizando o programa CELLQuest™ para aquisicdo e analise dos dados. Para cada
imunofenotipagem, foram coletadas informagdes relativas aos aspectos morfométricos
de tamanho e granulosidade, bem como aspectos imunofenotipicos de 10.000 eventos.
As informacgdes foram armazenadas em arquivos com extensdao FCS, empregando a
modalidade de arquivamento de resolucao de 1024 canais e na modalidade “List Mode”

para posterior geracdao dos dados, empregando diferentes estratégias de analise.
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TABELA Il - Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para

analise de populacoes, subpopulagdes celulares e moléculas de superficie.

Anticorpos Fluorocromo Células-Alvo
Anti-lgG1 FITC, PE -
Anti-CD3 FITC Linfécitos T
Anti-CD4 FITC, PE Linfécitos T auxiliar
Anti-CD5 FITC Linfécitos B1
Anti-CD8 FITC, PE Linfécitos T citotoxicos
Anti-CD16 PE Neutrofilos, Mondcitos
Anti-CD19 FITC, PE Linfécitos B
Anti-CD23 PE Linfocitos B, Neutréfilos, Mondcitos
Anti-CD28 PE Linfécitos T, Neutréfilos
Anti-HLA-DR PE Linfocitos T, B e Neutréfilos

2 - Estratégias de analise imunofenotipica celular por citometria de fluxo

Os dados obtidos através da imunofenotipagem dos leucéocitos do sangue

periférico dos pacientes portadores de LCL e dos individuos n&o infectados foram

analisados utilizando-se de estratégias especificas dependendo do fendtipo celular de

interesse. Assim, empregando os recursos multiplos de analise de dados disponiveis no

programa CellQuest™, foram adotadas diferentes estratégias para anélise fenotipica de

células envolvidas na imunidade inata e adaptativa, baseada em oito modalidades

disponiveis, denominadas aqui em funcdo do fendtipo celular de interesse como

descrito a seguir:
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A — Analise da freqUéncia de “macrofagos - like” (CD16+)

A analise de mondécitos CD16+ (macréfagos-like”) foi feita segundo protocolo
proposto por ZIEGLER-HEITBROCK (1996), modificado conforme descrito a seguir:
apds a selecao da regidao de interesse (R1), baseado em aspectos morfométricos em
gréaficos de distribuicao puntual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC), foram
construidos graficos de tamanho versus FL2/CD16 para quantificar o percentual de
células CD16+ dentro da populacdo de mondcitos previamente selecionada em R1
(FIG. 1).
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Figura 1: Seqliéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de mondcitos CD16+ no
sangue periférico. (A) Grafico de distribuicdo puntual FSC versus SSC utilizado para a selecao da
populagdo celular de interesse — R1. (B) Grafico de distribuigdo puntual FSC versus FL2/CD16, contendo

as células selecionadas na regido R1, empregado para quantificar o percentual de monécitos CD16+.

B — Andlise da freqiiéncia de mondcitos pré-inflamatérios (HLA-DR++)

A analise de mondcitos pro-inflamatérios (HLA-DR++) foi feita segundo protocolo
proposto por BELGE et al. (2002), modificado conforme descrito a seguir: apds a
selecdo da regidao de interesse (R1), baseado em aspectos morfométricos e
imunofenotipicos em graficos de distribuicdo puntual de FL1/CD4 versus granulosidade
(SSC) para a identificacao da populacdo de monécitos como células CD4low+ e de
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granulosidade intermediaria entre linfocitos e neutréfilos, foram construidos graficos de
tamanho versus FL2/HLA-DR para quantificar o percentual de células HLA-DR++ dentro
da populacdao de mondcitos previamente selecionada em R1 (FIG. 2). O limiar de
expressao de HLA-DR++ foi determinado através da analise paralela da expressao de
HLA-DR por linfécitos B, considerando o perfil da expressao de HLA-DR por linfécitos.
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Figura 2: SeqUéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de mondcitos pro-
inflamatorios (CD4low+HLA-DR++) no sangue periférico. (A) Grafico de distribuicdo puntual FL2/CD4
versus SSC utilizado para a selecado da populacédo celular de interesse — R1. (B) Grafico de distribuicéao
puntual FSC versus FL2/HLA-DR, contendo as células selecionadas na regido R1, empregado para

quantificar o percentual de mondcitos proé-inflamatérios.

C — Andlise da expressao do receptor CD23 por mondécitos

A expressao da molécula CD23 na populagdo de mondcitos foi determinada
através da analise semi-quantitativa por intensidade média de fluorescéncia (IMF)
conforme descrito a seguir: apds a selecao da regiao de interesse (R1), baseado em
aspectos morfométricos em graficos de distribuicao puntual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC), foram construidos histogramas unidimensionais de intensidade

de fluorescéncia FL2/CD23 versus numero de células para determinar a intensidade
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média de fluorescéncia da expressdo do CD23 pela populagdo de mondcitos

previamente selecionada em R1 (FIG.3).
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Figura 3: Seqiiéncia de procedimentos utilizados para avaliar a expressdo da molécula CD23 em
mondcitos no sangue periférico. (A) Grafico de distribuicdo puntual FSC versus SSC utilizado para a
selecdo da populagao celular de interesse — R1. (B) Histograma unidimensional de fluorescéncia
FL2/CD23, contendo as células selecionadas na regido R1, utilizado para determinar a intensidade média

de fluorescéncia (IMF) da expressao de CD23 por mondécitos.

D - Analise da freqiiéncia de neutréfilos CD28+, HLA-DR+ e CD23+

As analises de neutréfilos CD28+, HLA-DR+ e CD23+ foram feitas conforme
descrito a seguir: a selecdo da regidao de interesse (R1) foi baseada em aspectos
morfométricos e imunofenotipicos em graficos de distribuicdo puntual de FL1/CD4
versus granulosidade (SSC), para a identificacdo da populagdo de neutréfilos como

células CD4- e de granulosidade elevada, minimizando assim a contaminagéo da regiao

25



PACIENTES, MATERIAL E METODOS

selecionada por mondcitos e linfécitos. Em seguida foram construidos graficos de
tamanho versus FL2/CD28, FL2/HLA-DR ou FL2/CD23 para quantificar o percentual de
células CD28+, HLA-DR+ e CD23+ dentro da populacdo de neutréfilos previamente
selecionada em R1 (FIG. 4). A contaminacao da regiao de neutréfilos por eosindfilos foi
minimizada através da exclusdo de células autofluorescentes em graficos de

distribuicao puntual de FL1/CD4 versus fluorescéncia nao relacionada (FL3).
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Figura 4: SeqlUéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de neutréfilos CD28+ no
sangue periférico. (A) Grafico de distribuicdo puntual FL1/CD4 versus SSC utilizado para a sele¢édo da
populagdo celular de interesse — R1. (B) Grafico de distribuicdo puntual FL1/CD19 versus SSC utilizado
para a selecdo da populagcao celular de interesse — R1. Grafico de distribuicdo puntual FSC versus
FL2/CD28 (C), FSC versus FL2/HLA-DR (D) e FSC versus FL2/CD23 (E), contendo as células
selecionadas na regidao R1, empregados para quantificar o percentual de neutréfilos CD28+, HLA-DR+ e
CD23+.
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E - Analise da densidade de expressao do receptor CD16 por neutréfilos

A expressao da molécula CD16 na populacdo de neutréfilos foi determinada
através da analise semi-quantitativa por intensidade média de fluorescéncia (IMF)
conforme descrito a seguir: apds a selecao da regiao de interesse (R1), baseado em
aspectos morfométricos em graficos de distribuicdo puntual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC), foram construidos histogramas unidimensionais de intensidade
de fluorescéncia FL2/CD16 versus numero de células para determinar a intensidade
média de fluorescéncia da expressdo do CD16 pela populacdo de neutréfilos

previamente selecionada em R1 (FIG.5).
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Figura 5: Seqiiéncia de procedimentos utilizados para avaliar a expressdo da molécula CD16 em
neutréfilos no sangue periférico. (A) Grafico de distribuicdo puntual FSC versus SSC utilizado para a
selecdo da populagao celular de interesse — R1. (B) Histograma unidimensional de fluorescéncia
FL2/CD16, contendo as células selecionadas na regido R1, utilizado para determinar a intensidade média
de fluorescéncia (IMF) da expresséao de CD16 por neutrofilos.
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F — Andlise da frequéncia das populagbes de linfécitos T (CD3+), B (CD19+) e das
subpopulacdes de células T (CD4+ e CD8+) e B (CD5-, CD5+ e CD23+)

As analises das freqiiéncias de populacdes de linfocitos T (CD3+), B (CD19+) e
das subpopulacoes de células T (CD4+ e CD8+) e B (CD5-, CD5+ e CD23+) foram
realizadas utilizando-se da estratégia de analise convencional. Esse tipo de anélise
consistiu na selecdo da populacdo celular de interesse, baseada em aspectos
morfométricos, através de gréaficos de distribuicdo puntual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC). Ap6s a selegdo da regiao de interesse (R1), o percentual de
subpopulagées celulares fluorescentes, dentro da populacéo selecionada, foi obtido em
graficos bidimensionais de distribuicao puntual da fluorescéncia (FIG. 6).

O percentual de linfocitos T totais (CD3+) foi calculado como a média dos valores
de células CD3+ obtidos em andlises paralelas, empregando as combinagbes de
anticorpos monoclonais anti-CD3/anti-CD4, anti-CD3/anti-CD8, anti-CD3/anti-CD19 e
anti-CD3/anti-CD16.
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Figura 6: SeqUiéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de subpopulacdo de
linfécitos T e subpopulacao de linfécitos B no sangue periférico. (A) Grafico de distribuicdo puntual FSC
versus SSC utilizado para a selecao da populacéao celular de interesse — R1. (B) Grafico de distribuicao
puntual FL1/CD3 versus FL2/CD4, contendo as células selecionadas na regiao R1, empregado para
quantificar o percentual de subpopulacdes de linfécitos T. (C) Grafico de distribuicdo puntual FL1/CD5
versus FL2/CD19, contendo as células selecionadas na regidao R1, empregado para quantificar o
percentual de subpopulagdes de linfécitos B.
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G- Analise da freqiiéncia de subpopulacoes de linfécitos T ativados (HLA-DR+)

A analise da frequéncia de subpopulacdes de linfocitos T ativados (HLA-DR+) foi
realizada utilizando-se da estratégia de analise convencional, seguida por célculos
adicionais para determinar a fragdo de células T ativadas dentro de uma subpopulacao
especifica. Esse tipo de analise consistiu na selecdo da populacao celular de interesse,
baseada em aspectos morfométricos, através de gréaficos de distribuicdo puntual de
tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). Ap6s a selecdo da regido de interesse
(R1), o percentual de subpopulagdes celulares fluorescentes, dentro da populagédo
selecionada, foi obtido em graficos bidimensionais de distribuicdo puntual da
fluorescéncia FL1/CD4 ou FL1/CD8 e FL2/HLA-DR (FIG. 7). As fracdes de células T
ativadas dentro das subpopulacbes CD4+ e CD8+ foram calculadas através das
formulas: [% de células CD4+HLA-DR+/(%CD4+HLA-DR- + %CD4+HLA-DR+) X 100] e
[% de células CD8+HLA-DR+/(%CD8+HLA-DR- + %CD84+HLA-DR+) X 100].

O percentual de linfécitos T totais ativados foi calculado como o somatério das
freqUéncias das subpopulagcdes de células T ativadas (X % de células CD4+HLA-DR+ +
CD8+HLA-DR+).
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Figura 7: SeqUéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de subpopulagédo de
linfécitos T ativados no sangue periférico. (A) Grafico de distribuicdo puntual FSC versus SSC utilizado
para a selecdo da populagdo celular de interesse — R1. (B) Grafico de distribuicdo puntual FL1/CD4
versus FL2/HLA-DR, contendo as células selecionadas na regido R1, empregado para quantificar o

percentual de subpopulagdes de linfécitos T CD4+ ativados.
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H - Analise da densidade de expressao de HLA-DR em linfocitos B

A expressao da molécula HLA-DR na populacao de linfocitos B foi determinada
através da andlise semi-quantitativa por intensidade média de fluorescéncia (IMF)
conforme descrito a seguir: apds a selecao da regidao de interesse (R1), baseado em
aspectos morfométricos em graficos de distribuicdo puntual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC), foram construidos graficos de distribuicdo puntual de
fluorescéncia FL1/CD4 e FL1/CD8 versus FL2/HLA-DR, contendo as células
selecionadas em R1, onde foram selecionadas as células CD4- ou CD8- (R2) para
excluir a contaminagdo com linfécitos T CD4+ e CD8+ ativados em cada analise,
respectivamente. Em seguida foram construidos graficos de distribuicdo puntual de
tamanho (FSC) versus FL2/HLA-DR, contendo apenas as células presentes
simultaneamente em “R1 and R2”, para a selecdo da populacdo HLA-DR++
correspondente aos linfécitos B. Numa andlise final, ap6s a combinacdo das regides
“‘R1 and R2 and R3”, foram criados histogramas unidimensionais de intensidade de
fluorescéncia FL2/HLA-DR versus numero de células para determinar a intensidade
média de fluorescéncia da expressdao do HLA-DR pela populacdo de linfécitos B
previamente selecionada (FIG. 8).
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Figura 8: Seqiliéncia de procedimentos utilizados para avaliar a expressao da molécula HLA-DR em
linfécitos B no sangue periférico. (A) Grafico de distribuicao puntual FSC versus SSC utilizado para a
selecao da populacédo celular de interesse — R1. (B) Gréfico de distribuicdo puntual FL1/CD4 versus
FL2/HLA-DR, contendo as células selecionadas na regido R1, empregado para selecionar as células
CD4- e eliminar a contaminacdo com subpopulacdes de linfécitos T ativados (R2). (C) Grafico de
distribuicdo puntual tamanho (FSC) versus FL2/HLA-DR, contendo as células selecionadas
simultaneamente nas regides “R1 and R2” para a sele¢ao da populacdo HLA-DR++, correspondente aos
linfocitos B. (D) Histograma unidimensional de fluorescéncia FL2/HLA-DR, contendo as células
selecionadas simultaneamente nas regides “R1 and R2 and R3”, utilizado para determinar a intensidade

média de fluorescéncia (IMF) da expressao de HLA-DR por linfécitos B.

32



PACIENTES, MATERIAL E METODOS

3 - Analises Estatisticas

O Teste t de Student foi utilizado para a comparagao das médias de dois grupos
de individuos, quando as variaveis estudadas apresentavam distribuicoes
gaussianas ou normais, denominados dados paramétricos com desvios-padroes
semelhantes. Em situacdes em que as variaveis de interesse apresentavam um
comportamento ndo gaussiano, ou distribuicdo n&o-normal, denominados de dados
nao paramétricos, o teste de Mann-Whitney foi empregado para a comparacao das
medianas. A determinagdo da normalidade da distribuigdo dos valores individuais
para cada variavel bem como as andlises estatisticas foram realizadas através do

programa GraphPadPrism (GraphPad Software Inc.), versao 3.0.

Para a analise comparativa entre trés grupos, empregou-se a andlise de variancia
(ANOVA), seguida da comparacdo multipla pelo teste de Tukey para dados que
apresentavam distribuicbes gaussianas ou normais, denominados dados
paramétricos com desvios-padrées semelhantes. O teste Kruskal-Wallis seguido pelo
teste de comparacdes multiplas de Dunn’s foi utilizado para analises de dados que
apresentavam um comportamento ndo gaussiano, ou distribuicdo nao-normal,

denominados de dados nao paramétricos.

As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p< 0,05.
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RESULTADOS

1- Aspectos fenotipicos de células envolvidas na imunidade inata: énfase em

monocitos e neutrofilos
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| - Aspectos fenotipicos de mondcitos circulantes:

A - Frequéncia de “macrofagos - like” (CD16+)

A avaliagdo do percentual de mondcitos CD16+ no sangue periférico foi feita
através de uma estratégia de analise fenotipica especifica baseada em paréametros
morfométricos e imunofenotipicos como ilustrado em Material e Métodos.

Os resultados do percentual de monécitos CD16+ na populacdo de mondcitos
totais do sangue periférico de pacientes com LCL e de individuos nao infectados estao
representados na FIG. 9.

A andlise dos dados ndo mostrou diferencga estatistica significativa entre o grupo
LCL e o grupo NI (NI=23,70%; LCL=24,06%).
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Figura 9: Percentual de monécitos CD16+ no sangue periférico de individuos com Leishmaniose

% de mondcitos CD16+
orofasf. 8

Cutanea Localizada LCL (@) e de individuos ndo infectados NI (4A). A populagdo de mondcitos
circulantes foi identificada através de aspectos morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se anticorpo
monoclonal anti-CD16 marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e
Métodos. Os resultados estdo expressos como dispersdo dos valores individuais (simbolos) e percentual
médio (barras) de monécitos CD16+ na populagdo de mondcitos.
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B - Freqliéncia de monocitos pro-inflamatorios (HLA-DR++)

A avaliacao do percentual de mondcitos HLA-DR++ na populagdo de monécitos
do sangue periférico foi feita através de uma estratégia de analise fenotipica especifica
baseada em parametros morfométricos e imunofenotipicos como ilustrado em Material
e Métodos.

O percentual de mondcitos pré-inflamatérios (HLA-DR++) na populacdo de
mondcitos do sangue periférico de pacientes com LCL e de individuos nao infectados
esta representado na FIG. 10.

A andlise dos dados ndo demonstrou nenhuma diferenca estatistica significativa
entre o grupo LCL e o grupo NI (N1=81,43%; LCL=83,62%).

100

+ [ ]
+ @
DQ: °
< e 4

3 A H
- A

8 =n A

£ 50 A
38 A

C

o

IS

()
©
32

0

Figura 10: Percentual médio de mondcitos pré inflamatérios (HLA-DR++) no sangue periférico de
individuos com Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (®) e de individuos ndo infectados NI (A). A
populagdo de mondcitos circulantes foi identificada através de aspectos morfométricos e
imunofenotipicos utilizando-se anticorpo monoclonal anti-HLA-DR marcado com PE, segundo protocolo
de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estdo representados como
dispersao (simbolos) e a média (barras) de monécitos HLA-DR++ na populacdo de mondcitos.
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C - Expressao do receptor CD23 por monocitos

A expressdo da molécula CD23 em mondcitos do sangue periférico foi feita
através de uma estratégia de analise fenotipica semi-quantitativa como ilustrado em
Material e Métodos. Os mondcitos foram inicialmente identificados através de aspectos
morfométricos seguida pela analise imunofenotipica semi-quantitativa.

A FIG. 11 mostra os resultados da intensidade média de fluorescéncia da
expressao da molécula CD23 em monécitos do sangue periférico de pacientes com
LCL e de individuos nao infectados. A andlise dos dados revelou que o grupo LCL
apresentou uma expressao maior (p<0,05) da molécula CD23, quando comparado ao
grupo NI (NI=4,19; LCL=10,23).

Esses dados enfatizam a implicacdo da expressdo do receptor CD23 por
mondcitos, e suscitam a importancia de avaliar esse aspecto fenotipico no contexto de
diferentes aspectos clinico-laboratoriais na LCL.
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Figura 11: Analise da expressao da molécula CD23 em mondcitos do sangue periférico de individuos
com Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (®) e de individuos nao infectados NI (A). A populacéo de
mondcitos circulantes foi identificada através de aspectos morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se
anticorpo monoclonal anti-CD23 marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em
Material e Métodos. Os dados estdo expressos sob forma de dispersao (simbolos) e a média (barras) dos
valores de intensidade média de fluorescéncia (IMF) da expressao da molécula CD23 em mondcitos. A
diferenca estatistica (p<0,05) esta identificada pela letra “a” em comparacao com o grupo NI.
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Il - Aspectos fenotipicos de neutroéfilos circulantes:

A - Frequéncia de neutrofilos CD28+

A populacdo de neutréfilos do sangue periférico foi avaliada através de uma
estratégia de analise fenotipica especifica baseada em parametros morfométricos e
imunofenotipicos como ilustrado em Material e Métodos.

A FIG.12 apresenta o percentual de neutréfilos CD28+ na populagdo de
neutréfilos do sangue periférico de pacientes com LCL e de individuos nao infectados.

A andlise dos dados permitiu observar um percentual menor (p<0,05) de
neutréfilos CD28+ no grupo LCL, quando comparado ao grupo NI (NI=6,74%;
LCL=3,84%).
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Figura 12: Percentual de neutréfilos CD28+ no sangue periférico de individuos com Leishmaniose

% de neutréfilos CD28+

Cutanea Localizada LCL (®) e de individuos ndo infectados NI (A). A populacdo de neutréfilos
circulantes foi identificada através de aspectos morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se anticorpo
monoclonal anti-CD28 marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e
Métodos. Os resultados estdo expressos como dispersao dos valores individuais (simbolos) e percentual
médio (barras) de neutréfilos CD28+ na populacdo de neutréfilos. A diferenca estatistica (p<0,05) esta
identificada pela letra “a” em comparacao com o grupo NI.
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B - Freqiéncia de neutrdfilos HLA-DR+

A populacdo de neutréfilos do sangue periférico foi avaliada através de uma
estratégia de analise fenotipica especifica baseada em parametros morfométricos e
imunofenotipicos como ilustrado em Material e Métodos.

A FIG. 13 apresenta o percentual de neutréfilos HLA-DR+ na populacdo de
neutréfilos do sangue periférico de pacientes com LCL e de individuos nao infectados.

A analise dos dados mostrou que o grupo LCL apresentou um valor percentual
de neutréfilos HLA-DR+ significativamente maior (p<0,05) que o grupo NI (NI=3,16%;
LCL=4,98%).
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Figura 13: Percentual de neutréfilos HLA-DR+ no sangue periférico de individuos com Leishmaniose
Cutanea Localizada LCL (@) e de individuos ndo infectados NI (A). A populacdo de neutréfilos
circulantes foi identificada através de aspectos morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se anticorpo
monoclonal anti-HLA-DR marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material
e Métodos. Os resultados estdo expressos como dispersdao dos valores individuais (simbolos) e
percentual médio (barras) de neutréfilos HLA-DR+ na populacdo de neutrdfilos. A diferenca estatistica
(p<0,05) esta identificada pela letra “a” em comparag¢édo com o grupo NI.
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C - Densidade de expressao do receptor CD16 por neutrofilos

A avaliagédo da expressao da molécula CD16 em neutréfilos do sangue periférico
foi feita através de uma estratégia de analise fenotipica semi-quantitativa como ilustrado
em Material e Métodos. Os neutréfilos foram inicialmente identificados através de
aspectos morfométricos seguida pela analise imunofenotipica semi-quantitativa.

A FIG. 14 mostra os resultados da expressao da molécula CD16 por neutrofilos
do sangue periférico de pacientes com LCL e de individuos nao infectados.

A andlise dos resultados mostrou que os pacientes com LCL apresentaram uma
expressao menor (p<0,05) dessa populacdo, quando comparado ao grupo NI
(N1=441,26; LCL=185,37).
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Figura 14: Analise da expressdo de CD16 em neutréfilos no sangue periférico de individuos com
Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (®) e de individuos ndo infectados NI (A). A populacdo de
neutréfilos circulantes foi identificada através de aspectos morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se
anticorpo monoclonal anti-CD16 marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em
Material e Métodos. Os resultados estao expressos como dispersao e a média dos valores de intensidade
média de fluorescéncia (IMF) da expressao de CD16 por neutréfilos. A diferenca estatistica (p<0,05) esta
identificada pela letra “a” em comparacao com o grupo NI.
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D - Frequéncia de neutrofilos CD23+

A avaliagdo do percentual de neutréfilos CD23+ no sangue periférico foi feita
através de uma estratégia de anadlise fenotipica especifica baseada em parametros
morfométricos e imunofenotipicos como ilustrado em Material e Métodos.

A FIG. 15 mostra os resultados do percentual de neutréfilos CD23+ na populacao
de neutréfilos do sangue periférico, em pacientes com LCL e de individuos nao
infectados.

A analise dos dados mostrou um percentual maior (p<0,05) de neutréfilos CD23+
no grupo LCL, em relagdo ao grupo NI (NI=1,35%; LCL=2,40%).

Em conjunto, nossos resultados mostram pela primeira vez, a importancia de se
avaliar a expressao de receptores por neutrofilos circulantes no contexto da LCL,
incluindo os marcadores HLA-DR, CD28, CD23 e CD16, e sugerem a patrticipacao de
células envolvidas na imunidade inata no ambito da resposta imune durante a infecgao
por parasitos do sub-género Viannia. Nesse contexto, os resultados chamam a atengao
para a importancia de avaliar esse aspecto fenotipico no contexto de diferentes

aspectos clinico-laboratoriais na LCL.
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Figura 15: Percentual de neutréfilos CD23+ no sangue periférico de individuos com Leishmaniose
Cutanea Localizada LCL (@) e de individuos nao infectados NI (A). A populacéo de neutréfilos circulantes
foi identificada através de aspectos morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se anticorpo monoclonal
anti-CD23 marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos.
Os resultados estdo expressos através de dispersao dos valores individuais (simbolos) e percentual
médio (barras) de neutréfilos CD23+ na populacdo de neutréfilos. A diferenca estatistica (p<0,05) esta
identificada pela letra “a” em comparacao com o grupo NI.
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2 - Aspectos fenotipicos de células envolvidas na imunidade adaptativa: énfase
em subpopulacoes linfocitarias
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| - Aspectos fenotipicos de linfécitos T circulantes:

A - Freqiéncia de subpopulacées de linfocitos T (CD4+ e CD8+)

Para avaliar o percentual de linfécitos T totais (CD3+) do sangue periférico foi
calculado a média dos valores de células CD3+ obtidos em andlises paralelas, como
descrito em Material e Métodos. A avaliagdo do percentual das subpopulacdes de
linfécitos T (CD4+ e CD8+) na populagédo de linfocitos totais do sangue periférico foi
realizada através de ensaios de dupla marcagdo e os resultados obtidos através da
andlise convencional como ilustrado em Material e Métodos.

Os resultados do percentual de linfécitos T totais (CD3+) do sangue periférico de
pacientes com LCL e de individuos nao infectados estao representados na FIG. 16A.

A analise dos resultados demonstrou que os individuos infectados apresentaram
um percentual de linfécitos T CD3+ circulantes, significativamente maior (p<0,05),
quando comparado ao grupo NI (NI=57,91%; LCL=65,98%).

As FIGs. 16B e 16C apresentam os resultados dos percentuais de linfocitos T
CD4+ e CD8+ na populacao de linfocitos totais do sangue periférico de pacientes com
LCL e de individuos nao infectados.

A andlise dos resultados demonstrou que os individuos infectados apresentaram
um percentual de linfécitos T CD4+ (NI=31,60%; LCL=35,62%) e T CD8+ (NI=23,34%;
LCL=27,70%) significativamente maior (p<0,05), quando comparado ao grupo NI.
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Figura 16: Percentual médio de linfécitos T (A), linfocitos T CD4+ (B) e linfécitos T CD8+ (C) circulantes
no sangue periférico de individuos com Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (®) e de individuos nédo
infectados NI (A).0 percentual de linfcitos T totais foi calculado como a média dos valores de células
CD3+ obtidos em analises paralelas. A populacao de linfocitos T CD4+ e T CD8+ foi, inicialmente,
identificada através de aspectos morfométricos seguida pela andlise imunofenotipica utilizando-se
anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-CD8 marcados com FITC e anti-CD3 marcado com PE, segundo
protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estdo apresentados como
dispersao dos valores individuais (simbolos) e a média (barras) do percentual das células T (A) e T CD4+
(B) e linfécitos T CD8+ (C) na populacdo de linfocitos totais. As diferencas estatisticas (p<0,05) estao

identificadas pela letra “a” em comparagao com o grupo NI.
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B - Freqliéncia de subpopulagées de linfocitos T ativados (HLA-DR+)

A avaliacdo do percentual das células T totais ativadas (HLA-DR+) no sangue
periférico foi estimada através do somatério de linfécitos T CD4+ e T CD8+ ativados. A
avaliacao do percentual das subpopulagcdes de linfécitos T CD4+ e T CD8+ ativadas
(HLA-DR+) do sangue periférico foi feita através de ensaios de dupla marcagao, como
ilustrado em Material e Métodos.

A FIG. 17A mostra o percentual de linfécitos T totais ativados no sangue
periférico de pacientes com LCL e de individuos nao infectados.

A andlise dos dados demonstrou que os individuos infectados apresentaram um
percentual de linfécitos T HLA-DR+ significativamente maior (p<0,05), quando
comparado com os individuos nao infectados (NI=3,75; LCL=20,34).

Os percentuais de linfocitos T CD4+ HLA-DR+ e T CD8+ HLA-DR+ na populacao
de linfécitos totais do sangue periférico de pacientes com LCL e de individuos nao
infectados estao representados nas FIGs. 17B e 17C.

A andlise dos dados demonstrou que os individuos infectados apresentaram um
percentual de linfécitos T CD4+ HLA-DR+ (NI=1,97%; LCL=8,15%) e linfécitos T CD8+
HLA-DR+ (NI=1,78%; LCL=12,19%) significativamente maior (p<0,05), quando

comparado com os individuos n&o infectados.
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Figura 17: : Percentual de linfécitos T totais HLA-DR+ (A), linfécitos T CD4+HLA-DR+ (B) e linfocitos T
CD8+HLA-DR+ (C) circulantes no sangue periférico de individuos com Leishmaniose Cutanea Localizada
LCL (@) e de individuos n&o infectados NI (A). O percentual de linfocitos T totais ativados foi estimado
através do somatério de linfocitos CD4+ e CD8+ co-expressando o marcador HLA-DR. A populacdo de
linféocitos T CD4+ e T CD8+ ativados foi inicialmente identificada através de aspectos morfométricos
seguida pela analise imunofenotipica, utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-CD8
marcados com FITC e anti-HLA-DR marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito
em Material e Métodos. Os resultados estao expressos sob forma de dispersao dos valores individuais
(simbolos) e percentual médio (barras) de linfécitos T totais HLA-DR+ na populacdo de linfocitos totais e
das subpopulacées de linfécitos T CD4+ e T CD8+ ativados nas populagdes de linfécitos totais. As
diferencas estatisticas (p<0,05) estdo identificadas pela letra “a” em comparagado com o grupo NI.

47



RESULTADOS

Visando investigar o balan¢o da ativacao de linfécitos T CD4+ e CD8+ durante a
infecgdo por Leishmania, realizamos uma andlise adicional da razdo entre os valores
percentuais de células CD8+HLA-DR+/CD4+HLA-DR+.

Os resultados da razao entre os linfécitos T CD8+ HLA-DR+ e T CD4+ HLA-DR+
no sangue periférico de pacientes com LCL e de individuos nao infectados estao
representados na FIG. 18.

A analise dos dados demonstrou que os individuos infectados apresentaram uma
razdo CD8+HLA-DR+/CD4HLA-DR+ (NI=1,31%; LCL=1,55%) significativamente maior

(p<0,05) quando comparado com os individuos nao infectados.

o
o

Razéo de Linfécitos T CD8+
HLA-DR+/CD4+HLA-DR+
N
o
|

-

Figura 18: : Razao entre linfocitos T CD8+HLA-DR+/CD4+HLA-DR+ circulantes no sangue periférico de
individuos com Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (®) e de individuos n&o infectados NI (A). Os
resultados estdo expressos sob forma de dispersdo dos valores individuais (simbolos) e da razédo de
linfécitos T CD8+HLA-DR+/CD4+HLA-DR+ (barras). A diferenca estatistica (p<0,05) esta identificada pela
letra “a” em comparagao com o grupo NI.
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Il - Aspectos fenotipicos de linfécitos B circulantes:

A - Freqiéncia de subpopulacdes de linfocitos B (CD5- e CD5+)

Para avaliar o percentual de linfécitos B e subpopulacbes de linfocitos B
convencionais (CD19+CD5-) e linfécitos B1 (CD19+CD5+) na populagao de linfocitos
totais do sangue periférico foram realizados ensaios de dupla marcacao e os resultados
foram obtidos através da andlise convencional, como ilustrado em Material e Métodos.

O percentual de linfécitos B (CD19+) na populagao de linfécitos totais do sangue
periférico esta representado na FIG. 19A.

A andlise dos dados ndo demonstrou diferenga significativa na comparacao de
pacientes com LCL e de individuos n&o infectados (NI=11,39%; LCL=13,78%).

Os resultados do percentual de linfécitos B convencionais (CD19+CD5-) na
populacao de linfocitos totais do sangue periférico estao apresentados na FIG. 19B.

A andlise dos dados demonstrou que nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo de pacientes com LCL e o grupo NI (NI=10,59%;
LCL=10,93%).

A FIG. 19C apresenta os resultados do percentual de linfécitos B1 (CD19+CD5+)
na populagéo de linfécitos totais do sangue periférico.

A analise dos resultados nao mostrou diferenca estatisticamente significativa
entre o grupo de pacientes com Leishmaniose Cuténea e o grupo NI (NI=2,57%;
LCL=2,69%).
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Figura 19: Percentual médio de linfocitos B totais CD19+ (A), B convencionais CD19+CD5- (B) e
linfécitos B1 CD19+CD5+ (C) no sangue periférico de individuos com Leishmaniose Cutanea Localizada
LCL (®) e de individuos ndo infectados NI (). A populacéo de linfocitos foi inicialmente identificada
através de aspectos morfométricos seguida pela andlise imunofenotipica utilizando-se anticorpos
monoclonais anti-CD5 marcados com FITC e anti-CD19 marcado com PE, segundo protocolo de
imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estdo expressos como dispersdo dos
valores individuais (simbolos) e percentual médio (barras) dos linfécitos B totais, B convencionais e
linfécitos B1 na populacéo de linfocitos totais.
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B - Densidade de expressao de HLA-DR em linfécitos B

A avaliacdo da expressao da molécula HLA-DR em linfocitos B na populacéo de
linfécitos totais do sangue periférico foi feita através de uma estratégia de analise
fenotipica semi-quantitativa, como ilustrado em Material e Métodos. Os linfécitos foram
inicialmente identificados através de aspectos morfométricos, seguida pela anélise
imunofenotipica semi-quantitativa.

A FIG.20 mostra os resultados da expressao da molécula HLA-DR em linfocitos
B do sangue periférico de pacientes com LCL e de individuos nao infectados.

A andlise dos dados demonstrou uma expressdao maior de HLA-DR+ em
linfécitos B no grupo LCL (p<0,05), quando comparado com o grupo NI (NI=306,00;
LCL=3782,71).
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Figura 20: Analise da expressao da molécula HLA-DR em linfécitos B circulantes do sangue periférico de
individuos com Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (®) e de individuos nédo infectados NI (4). A
populacdo de linfécitos foi inicialmente identificada através de aspectos morfométricos seguida pela
analise imunofenotipica utilizando-se anticorpo monoclonal anti-HLA-DR marcado com PE, segundo
protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estdo expressos sob
forma de dispersao (simbolos) e a média (barras) dos valores de intensidade média de fluorescéncia
(IMF) da expressao de HLA-DR. A diferenca estatistica (p<0,05) esta identificada pela letra “a” em
comparagao com o grupo NI.
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C - Freqténcia de linfocitos B CD23+

Para avaliar a expressao da molécula CD23 em linfécitos B na populagdo de
linfécitos totais do sangue periférico foram feitos ensaios de dupla marcagdo, como
descrito em Material e Métodos.

A FIG. 21 demonstra o percentual de linfécitos CD19+CD23+ na populacao de
linfécitos totais do sangue periférico de pacientes com LCL e de individuos nao
infectados.

A analise dos dados revelou que o grupo LCL apresentou um percentual maior
(p<0,05) de linfécitos B CD23+, em relagcéao ao grupo NI (NI=2,16%; LCL=9,99%).

Em suma, nossos dados referentes aos aspectos imunfenotipicos de linfocitos T
e B reforcam os relatos do estabelecimento de mecanismos de imunidade celular e
humoral durante a infecgdo por Leishmania. Dessa forma, torna-se relevante avaliar a
participacdo seletiva de subpopulacbes celulares nesse contexto, considerando
diferentes aspectos clinico-laboratoriais dos pacientes portadores de LCL.
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Figura 21: Percentual de linfécitos CD19+CD23+ no sangue periférico de individuos com Leishmaniose
Cutanea Localizada (@) e de individuos nao infectados NI (A\). As populagbes celulares foram marcadas
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD19 marcados com FITC e anti-CD23 marcado com PE,
segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estdo expressos
através de dispersdo dos valores individuais (simbolos) e média percentual (barras) de linfocitos
CD19+CD23+ na populacao de linfocitos totais. A diferenca estatistica (p<0,05) esta identificada pela

letra “a” em comparagéo com o grupo NI.
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Balanco da resposta imune na LCL:

Visando investigar o balanco do envolvimento da resposta imune inata e
adaptativa durante a infecgdo por Leishmania, realizamos uma anadlise adicional da
razao entre os valores absolutos de mondcitos pro-inflamatérios (HLA-DR++) e células
CD19+CD23+ por mm® de sangue (DECKER et al., 2003).

Os resultados da razdo entre os valores absolutos de mondcitos pro-
inflamatérios (HLA-DR++) e células B CD23+ no sangue periférico de pacientes com
LCL e de individuos nao infectados estao representados na FIG. 22A.

A analise dos dados demonstrou que os individuos infectados apresentaram uma
razdo entre monécitos pro-inflamatérios (HLA-DR++) e células B CD23+
significativamente menor (p<0,05), quando comparados com os individuos nao
infectados (N1=22,96; LCL=3,46).

Numa outra abordagem, calculamos a razao entre os valores absolutos de
mondcitos pré-inflamatérios (HLA-DR++) e células CD8+HLA-DR+ por mm® de sangue.
Os resultados dessa razao estao representados na FIG. 22B.

A analise dos dados demonstrou que os individuos infectados apresentaram uma
razdo entre  mondcitos  pro-inflamatérios  (HLA-DR++) e  CD8+HLA-DR+
significativamente menor (p<0,05), quando comparados com os individuos nao
infectados (NI=23,65; LCL=2,96).

A fim de avaliar o balanco da resposta imune celular e humoral, calculamos a
razao entre linfoécitos T totais ativados e linfécitos B totais no sangue periférico de
pacientes com LCL e de individuos n&o infectados. A FIG. 22C apresenta os resultados
dessa razéo.

A andlise dos resultados revelou que os individuos infectados apresentam uma
razdo entre linfocitos T totais ativados e linfocitos B totais, significativamente maior
(p<0,05), quando comparados com os individuos nao infectados (NI=0,37%;
LCL=2,07%).

Em conjunto, esses dados relativos ao balan¢co da resposta imune inata em
relacdo a imunidade adaptativa celular e humoral sugerem um papel importante da
imunidade adaptativa na LCL. Entretanto, considerando os achados referentes aos
aspectos imunofenotipicos de linfécitos T e Linfécitos B, demonstrados nesse estudo,

acreditamos na importancia de uma avaliagdo mais detalhada da participagdo seletiva
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de subpopulacées celulares nesse contexto, considerando diferentes aspectos clinico-

laboratoriais do pacientes portadores de LCL.
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Figura 22: Razao entre Monécitos HLA-DR+/Linfécitos T CD19+CD23+ (A), Monécitos HLA-
DR+/Linfécitos T CD8+HLA-DR+ (B) e Linfécitos T HLA-DR+/CD19+ circulantes (C) no sangue periférico
de individuos com Leishmaniose Cutanea Localizada LCL (@) e de individuos n&o infectados NI (4). Os
resultados das razdes entre a resposta imune inata e adaptativa (A e B) foram calculados empregando-se
os valores absolutos de células/mm3 de sangue enquanto os resultados da razdo entre a resposta imune
celular e humoral foram calculados empregando-se os valores percentuais de células na populacdo de
linfocitos totais. Os resultados estao expressos sob forma de dispersao dos valores individuais (simbolos)
e percentual médio (barras) da razdo de Monécitos HLA-DR+/Linfécitos T CD19+CD23+, Monécitos HLA-
DR+/Linfécitos T CD8+HLA-DR+ e Linfécitos T CD3+HLA-DR+/ Linfécito B total. As diferencas
estatisticas (p<0,05) estdo identificadas pela letra “a” em comparagao com o grupo NI.
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3 - Associacoes entre aspectos clinico-laboratoriais e parametros fenotipicos
celulares da imunidade inata e adapatativa: énfase no numero e tempo das lesoes
e na positividade da intradermorreacao de Montenegro
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Durante a infecgdo por parasitos do sub-género Viannia, diversos aspectos
clinico-laboratoriais tornam-se evidentes e sugerem sua possivel utilizagdo como
indicadores importantes de aspectos inerentes a patogenia e a morbidade na LCL.
Nesse contexto, selecionamos dois parametros clinicos e um parametro laboratorial que
consideramos de interesse e com impacto importante nos aspectos imunolégicos da
LCL, como relatados a seguir, incluindo: numero e tempo das lesbes e a positividade da
intradermorreacdo de Montenegro. Dessa forma, os pacientes portadores de LCL
incluidos nesse estudo foram categorizados em funcdo desses aspectos clinico-
laboratoriais e procedemos a analises subseqientes dos imunofendtipos previamente

relatados em nosso estudo.

| - Aspectos fenotipicos de mondécitos circulantes:

A - Frequiéncia de “macrofagos - like” (CD16+)

A avaliagdo do percentual de monécitos CD16+ no sangue periférico foi feita
através de uma estratégia de analise fenotipica especifica baseada em parametros
morfométricos e imunofenotipicos, como ilustrado em Material e Métodos.

Os resultados do percentual de monécitos CD16+ na populacdo de mondcitos
totais do sangue periférico de pacientes com LCL, categorizados em funcdo de
aspectos clinico-laboratoriais, estao representados na FIG. 23.

A analise dos dados ndo mostrou diferenca estatistica significativa entre os
subgrupos de pacientes portadores de LCL em relacdo ao grupo NI (NI=23,70%; LCL-
1=24,38%; LCL-2-4=22,87%; LCL<60=25,75%; LCL>60=20,68%; LCL-TM-=23,64%;
LCL-TM+=24,06%).
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Figura 23: Percentual de mondcitos CD16+ no sangue periférico de pacientes portadores de
Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-laboratorias como: (A)
LCL-1 (0), LCL-2-4 (¢); (B) LCL=<60 (@), LCL>60 dias (#), (C) LCL-TM- (@), LCL-TM+ () e de individuos
ndo infectados NI (A). A populagdo de mondcitos circulantes foi identificada através de aspectos
morfomeétricos e imunofenotipicos utilizando-se anticorpo monoclonal anti-CD16 marcado com PE,
segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estao expressos
como dispersao dos valores individuais (simbolos) e percentual médio (barras) de monécitos CD16+ na
populacado de mondcitos.
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B - Freqliéncia de mondcitos pro-inflamatorios (HLA-DR++)

A avaliacao do percentual de mondcitos HLA-DR++ na populagdo de monécitos
do sangue periférico foi feita através de uma estratégia de analise fenotipica especifica
baseada em parametros morfométricos e imunofenotipicos, como ilustrado em Material
e Métodos.

O percentual de mondcitos pré-inflamatérios (HLA-DR++) na populacdo de
mondcitos do sangue periférico de pacientes com LCL, categorizados em funcao de
aspectos clinico-laboratoriais, estdo representados na FIG. 24

A analise dos dados ndo mostrou diferenca estatistica significativa entre os
subgrupos de pacientes portadores de LCL em relagdo ao grupo NI (NI=81,43%; LCL-
1=84,01%; LCL-2-4=82,49%; LCL<60=85,85%; LCL>60=79,15%; LCL-TM-=87,85%;
LCL-TM+=82,65%).
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Figura 24: Percentual de mondcitos pro-inflamatérios HLA-DR++ no sangue periférico de pacientes
portadores de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em fungdo de aspectos clinico-
laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM- (e), LCL-
TM+ (e) e de individuos nao infectados NI (A). A populacdo de mondcitos circulantes foi identificada
através de aspectos morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se anticorpo monoclonal anti-HLA-DR
marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os
resultados estédo representados como dispersdo (simbolos) e a média (barras) de mondcitos HLA-DR++
na populagéo de mondcitos.
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C - Expressao do receptor CD23 por monocitos

A expressdao de CD23 em mondcitos na populacdo de mondcitos do sangue
periférico foi feita através de uma estratégia de analise fenotipica semi-quantitativa,
como ilustrado em Material e Métodos. Os monécitos foram inicialmente identificados
através de aspectos morfométricos, seguida pela analise imunofenotipica semi-
quantitativa.

Os resultados da intensidade média de fluorescéncia da expressao da molécula
CD23 em mondécitos do sangue periférico de pacientes, categorizados em fungéao de
aspectos clinico-laboratoriais, estao representados na FIG. 25.

A andlise dos dados revelou que os grupos LCL-1, LCL- 2-4, LCL<60 e LCL >60
apresentaram uma expressao maior (p<0,05) da molécula CD23 em mondcitos, quando
comparado ao grupo NI (NI=4,19; LCL-1=10,95; LCL-2-4=8,20; LCL<60=9,20; LCL>60=
12,31).

A andlise dos resultados mostrou ainda que apenas grupo LCL-TM+ apresentou
uma maior (p<0,05) expressdao de CD23 em relacdao ao grupo NI (NI=4,19; LCL-TM-
=7,58; LCL-TM+=10,84).

Esses achados enfatizam a implicacdo da expressdo do receptor CD23 por
mondcitos, inerente ao contexto da LCL, independente dos aspectos clinico-
laboratoriais do paciente, com excec¢ao da positividade no TM.
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Figura 25: Analise da expressdo da molécula CD23 em mondcitos no sangue periférico de pacientes

Expressédo de CD23 em
mondcitos (IMF)

portadores de Leishmaniose Cutdnea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-
laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM- (e), LCL-
TM+ (e) e de individuos nao infectados NI (). A populagdo de mondcitos circulantes foi identificada
através de aspectos morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se anticorpo monoclonal anti-CD23
marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os dados
estao expressos sob forma de dispersédo (simbolos) e a média (barras) dos valores de intensidade média
de fluorescéncia (IMF) da expressdao da molécula CD23 em mondécitos. As diferencas estatisticas

(p<0,05) estao identificadas pela letra “a” em comparagao com o grupo NI.
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Il - Aspectos fenotipicos de neutroéfilos circulantes:

A - Frequéncia de neutrofilos CD28+

A avaliagao do percentual de neutréfilos CD28+ no sangue periférico foi feita
através de uma estratégia de analise fenotipica especifica baseada em paréametros
morfométricos e imunofenotipicos, como ilustrado em Material e Métodos.

Os resultados do percentual de neutréfilos CD28+ na populacao de neutréfilos do
sangue periférico de pacientes com LCL, categorizados em funcao de aspectos clinico-
laboratoriais, estdo representados na FIG. 26.

A andlise dos dados mostrou que apenas os grupos LCL-1, LCL<60 e LCL-TM+
apresentam um percentual menor (p<0,05) de neutrofilos CD28+, quando comparados
ao grupo NI (NI=6,74%; LCL-1=3,18%; LCL-2-4=5,74%; LCL<60=3,06%;
LCL>60=5,41%; LCL-TM-=3,59%; LCL-TM+=3,90%).

Esses achados sugerem a participacdo precoce de células envolvidas na
imunidade inata no ambito da resposta imune durante a infeccao por parasitos do sub-

género Viannia, quando analisamos os subgrupos LCL<60 e LCL>60.
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Figura 26: Percentual de neutréfilos CD28+ no sangue periférico de pacientes portadores de

Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-laboratorias como: (A)
LCL-1 (0), LCL-2-4 (¢); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (#), (C) LCL-TM- (e), LCL-TM+ () e de individuos
nao infectados NI (A). A populagdo de neutréfilos circulantes foi identificada através de aspectos

morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se anticorpo monoclonal anti-CD28 marcado com PE,

segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os dados estao expressos sob
forma de dispersao (simbolos) e a média (barras) de neutréfilos CD28+ na populagéo de neutréfilos. As
diferengas estatisticas (p<0,05) estéo identificadas pela letra “a” em comparagao com o grupo NI.
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B - Frequiéncia de neutrdfilos HLA-DR+

A populacdo de neutréfilos do sangue periférico foi avaliada através de uma
estratégia de analise fenotipica especifica baseada em parametros morfométricos e
imunofenotipicos, como ilustrado em Material e Métodos.

Os resultados do percentual de neutréfilos HLA-DR+ na populagdo de neutréfilos
do sangue periférico de pacientes com LCL, categorizados em funcado de aspectos
clinico-laboratoriais, estdo representados na FIG. 27.

A analise dos resultados revelou que apenas o grupo LCL<60 dias apresenta um
valor percentual de neutréfilos HLA-DR+ significativamente maior (p<0,05), em relacao
ao grupo NI (NI=3,16%; LCL<60=5,11%; LCL>60=4,72%).

A andlise dos resultados ndo demonstrou diferenca estatistica na analise dos
resultados entre os grupos LCL-1, LCL-2-4, LCL-TM- e LCL-TM+, em relacdo ao grupo
NI (NI=3,16%; LCL-1=4,92%; LCL-2-4=5,14%; LCL-TM-=4,87%; LCL-TM+=5,00%).

Esses resultados reforcam o envolvimento precoce de células associadas a
imunidade inata no ambito da resposta imune durante a infeccao por parasitos do sub-

género Viannia, quando analisamos os subgrupos LCL<60 e LCL>60.
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Figura 27: Percentual de neutréfilos HLA-DR+ no sangue periférico de pacientes portadores de
Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcao de aspectos clinico-laboratorias como: (A)
LCL-1 (0), LCL-2-4 (¢); (B) LCL=<60 (®), LCL>60 dias (¢), (C) LCL-TM- (@), LCL-TM+ () e de individuos
ndo infectados NI (4A). A populacdo de neutrofilos circulantes foi identificada através de aspectos
morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se anticorpo monoclonal anti-HLA-DR marcado com PE,
segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os dados estao expressos sob
forma de dispersao (simbolos) e a média (barras) de neutréfilos HLA-DR+ na populacdo de neutréfilos. A
diferenca estatistica (p<0,05) esté identificada pela letra “a” em comparacao com o grupo NI.
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C - Densidade de expressao do receptor CD16 por neutrofilos

A avaliacdo da expressao da molécula CD16 em neutréfilos do sangue periférico
foi feita através de uma estratégia de analise fenotipica semi-quantitativa, como
ilustrado em Material e Métodos. Os neutréfilos foram inicialmente identificados atraveés
de aspectos morfométricos, seguida pela analise imunofenotipica semi-quantitativa.

A FIG. 28 mostra os resultados da expressdao de CD16 por neutréfilos na
populacao de neutréfilos do sangue periférico de pacientes com LCL, categorizados em
funcao de aspectos clinico-laboratoriais.

Foi demonstrada através das andlises dos dados uma menor expressado de
CD16 nos neutréfilos (p<0,05) nos grupos LCL-1, LCL<60, LCL>60 e LCL-TM+, quando
comparado ao grupo NI (NI=441,26; LCL-1=181,56; LCL-2-4=195,72; LCL<60=198,883;
LCL>60=159,95; LCL-TM-=184,83; LCL-TM+=185,50).

Esses dados sugerem o envolvimento da interface entre a resposta imune celular
inata e a resposta imune adaptativa via imunocomplexos no contexto da resposta imune
durante a infec¢ao por parasitos do sub-género Viannia, preferencialmente nos eventos

mais tardios, quando analisamos os subgrupos LCL<60 e LCL>60.
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Figura 28: Andlise da expressdo de CD16 em neutréfilos no sangue periférico de pacientes portadores
de Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em fungédo de aspectos clinico-laboratorias como:
(A) LCL-1 (0), LCL-2-4 (e); (B) LCL=<60 (®), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM- (e), LCL-TM+ (e) e de
individuos ndo infectados NI (A). A populacdo de neutréfilos circulantes foi identificada através de
aspectos morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se anticorpo monoclonal anti-CD16 marcado com
PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estao
expressos como dispersdo e a média dos valores de intensidade média de fluorescéncia (IMF) da
expressao de CD16 por neutréfilos. As diferengas estatisticas (p<0,05) estdo identificadas pela letra “a”
em comparag¢ao com o grupo NI.
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D - Frequéncia de neutrofilos CD23+

A avaliagdo do percentual de neutréfilos CD23+ no sangue periférico foi feita
através de uma estratégia de anadlise fenotipica especifica baseada em parametros
morfométricos e imunofenotipicos, como ilustrado em Material e Métodos.

A FIG. 29 mostra os resultados do percentual de CD23 por neutréfilos na
populacao de neutréfilos do sangue periférico de pacientes com LCL, categorizados em
funcao de aspectos clinico-laboratoriais.

Foi observado, através das analises dos resultados, um maior percentual de
neutréfilos CD23+ (p<0,05) nos grupos LCL-2-4, LCL<60 e LCL-TM+, quando
comparado ao grupo NI (NI=1,35%; LCL-1=2,17%; LCL-2-4=3,09%; LCL<60=2,44%;
LCL>60=2,33%; LCL-TM-=3,59%; LCL-TM+=3,90%).

Novamente, os resultados confirmam a presenca precoce de células
relacionadas a imunidade inata no ambito da resposta imune durante a infecgao,
sugerindo uma queda na participacao dos neutréfilos nos eventos mais tardios, quando
analisamos os subgrupos LCL<60 e LCL>60.
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Figura 29: Percentual de neutréfilos CD23+ no sangue periférico de pacientes portadores de
Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-laboratorias como: (A)
LCL-1 (0), LCL-2-4 (e); (B) LCL<60 (®), LCL>60 dias (¢), (C) LCL-TM- (@), LCL-TM+ () e de individuos
nao infectados NI (A). A populagido de neutrtéfilos circulantes foi identificada através de aspectos
morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se anticorpo monoclonal anti-CD23 marcado com PE,
segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estao expressos
como dispersdao dos valores individuais (simbolos) e percentual médio de neutrédfilos CD23+. As
diferengas estatisticas (p<0,05) estéo identificadas pela letra “a” em comparac¢do coms os grupos NI.
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lll - Aspectos fenotipicos de linfocitos T circulantes:

A - Freqiéncia de subpopulacdes de linfocitos T (CD4+ e CD8+)

O percentual de linfécitos T totais (CD3+) do sangue periférico foi calculado
como a média dos valores de células CD3+ obtidos em andlises paralelas, como
descrito em Material e Métodos.

A FIG. 30 mostra os resultados do percentual de linfécitos T totais (CD3+) do
sangue periférico de pacientes com LCL, categorizados em fungé@o de aspectos clinico-
laboratoriais.

A analise dos resultados demonstrou que os grupos LCL-1, LCL<60 e LCL-TM+
apresentam maior (p<0,05) percentual de linfocitos T CD3+ circulantes quando
comparado ao grupo NI (NI=57,91%; LCL-1=66,97%; LCL-2-4=63,13%;
LCL<60=65,87%; LCL>60=66,19%; LCL-TM-=64,99%; LCL-TM+=66,20%).
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Figura 30: Percentual médio de linfécitos T circulantes no sangue periférico de pacientes portadores de
Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-laboratorias como: (A)
LCL-1 (9), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM- (@), LCL-TM+ (#) e de individuos
n&o infectados NI (A).O percentual de linfocitos T totais foi calculado como a média dos valores de
células CD3+ obtidos em analises paralelas. Os resultados estdo apresentados como dispersdao dos
valores individuais (simbolos) e a média (barras) do percentual das células T. As diferencas estatisticas

(p<0,05) estao identificadas pela letra “a” em comparagao com o grupo NI.
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Para avaliar o percentual das subpopulagdes de linfocitos T CD4+ na populacao
de linfécitos totais do sangue periférico foram realizados ensaios de dupla marcagao e
os resultados obtidos através da anadlise convencional, como ilustrado em Material e
Métodos.

A FIG. 31 apresenta os resultados dos percentuais de linfécitos T CD4+ na
populacdao de linfocitos totais do sangue periférico de pacientes com LCL,
categorizados em fung¢ao de aspectos clinico-laboratoriais.

A anadlise dos resultados nao revelou diferenca estatistica significativa para o
percentual de linfécitos T CD4+, entre os subgrupos de pacientes portadores de LCL,
em relacdto ao grupo NI (NI=31,60%; LCL-1=36,06%; LCL-2-4=34,38%;
LCL<60=36,50%; LCL>60=33,88%; LCL-TM-=36,94%; LCL-TM+=35,33%).
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Figura 31: Percentual médio de linfécitos T CD4+ circulantes no sangue periférico de pacientes
portadores de Leishmaniose Cutdnea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-
laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM- (e), LCL-
TM+ (#) e de individuos n&o infectados NI (4). A populagdo de linfécitos foi inicialmente identificada
através de aspectos morfométricos seguida pela analise imunofenotipica utilizando-se anticorpo
monoclonal anti-CD4 marcado com FITC e anti-CD3 marcado com PE, segundo protocolo de
imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estdo apresentados como dispersao
dos valores individuais (simbolos) e a média (barras) do percentual das células T CD4+ na populacédo de

linfocitos totais.
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Para avaliar o percentual das subpopulagdes de linfocitos T CD8+ na populacao
de linfécitos totais do sangue periférico foram realizados ensaios de dupla marcagao e
os resultados obtidos através da anadlise convencional, como ilustrado em Material e
Métodos.

A FIG. 32 apresenta os resultados dos percentuais de linfocitos T CD8+ na
populacdao de linfocitos totais do sangue periférico de pacientes com LCL,
categorizados em fung¢ao de aspectos clinico-laboratoriais.

A analise dos dados mostrou auséncia de diferenca estatistica significativa para
o percentual de linfécitos T CD8+, entre os subgrupos de pacientes portadores de LCL,
em relacdto ao grupo NI (NI=23,34%; LCL-1=28,52%; LCL-2-4=25,35%;
LCL<60=26,65%; LCL>60=29,80%; LCL-TM-=25,42%; LCL-TM+=28,22%).
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Figura 32: Percentual médio de linfocitos T CD8+ circulantes no sangue periférico de pacientes
portadores de Leishmaniose Cut@nea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-
laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (e); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM- (e), LCL-
TM+ (#) e de individuos n&o infectados NI (A). A populagéo de linfocitos foi inicialmente identificada
através de aspectos morfométricos seguida pela analise imunofenotipica utilizando-se anticorpo
monoclonal anti-CD8 marcado com FITC e anti-CD3 marcado com PE, segundo protocolo de
imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estdo apresentados como dispersao
dos valores individuais (simbolos) e a média (barras) do percentual das células T CD8+ na populacéo de

linfocitos totais.
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B - Freqliéncia de subpopulagées de linfocitos T ativados (HLA-DR+)

A avaliacdo do percentual das células T totais ativadas (HLA-DR+) no sangue
periférico foi estimada através do somatorio de linfocitos T CD4+ e T CD8+ ativados.

A FIG. 33 mostra os percentuais de linfécitos T totais ativados no sangue
periférico de pacientes com LCL, categorizados em funcdo de aspectos clinico-
laboratoriais.

A analise dos dados demonstrou que todos os subgrupos de pacientes
portadores de LCL apresentam um percentual de linfécitos T HLA-DR+
significativamente maior (p<0,05), quando comparados com os individuos nao
infectados  (NI=3,75%; LCL-1=21,20%; LCL-2-4=17,87%; LCL<60=20,16%;
LCL>60=20,69%; LCL-TM-=23,26%; LCL-TM+=19,67%).

Esses dados reforcam os relatos do estabelecimento de mecanismos de
imunidade celular durante a infeccao Leishmania, independente dos aspectos clinico-
laboratoriais do paciente. Dessa forma, torna-se relevante avaliar a participagao seletiva
de subpopulagdes celulares nesse contexto.
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Figura 33: Percentual médio de linfécitos T totais HLA-DR+ circulantes no sangue periférico de pacientes
portadores de Leishmaniose Cut@nea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-
laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (e); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM- (e), LCL-
TM+ (#) e de individuos nao infectados NI (4\).0O percentual de linfécitos T totais ativados foi estimado
através do somatério de linfécitos CD4+ e CD8+ co-expressando o marcador HLA-DR. Os resultados
estao apresentados como dispersao dos valores individuais (simbolos) e a média (barras) do percentual
das células T CD8+ na populagdo de linfocitos totais. As diferencas estatisticas (p<0,05) estao
identificadas pela letra “a” em comparagao com o grupo NI.
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RESULTADOS

A avaliacdo do percentual das subpopulacdes de linfécitos T CD4+ ativados
(HLA-DR+) do sangue periférico foi feita através de ensaios de dupla marca¢do, como
ilustrado em Material e Métodos.

Os resultados dos percentuais de linfocitos T CD4+ HLA-DR+ no sangue
periférico de pacientes com LCL, categorizados em funcdo de aspectos clinico-
laboratoriais, estdo apresentados na FIG. 34.

A andlise dos dados demonstrou que todos os subgrupos de pacientes LCL
apresentam um percentual de linfécitos T CD4+ HLA-DR+ significativamente maior
(p<0,05), quando comparados com os individuos nao infectados (NI=1,97%; LCL-
1=8,32%; LCL-2-4=7,64%; LCL<60=8,78%; LCL>60=6,89%;LCL-TM-=10.54%; LCL-
TM+=7,60%). De forma interessante, observa-se que os grupos LCL<60 e LCL-TM-

apresentam os valores mais elevados de ativacado de células T CD4+.
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Figura 34: Percentual médio de linfocitos T CD4+HLA-DR+ circulantes no sangue periférico de pacientes
portadores de Leishmaniose Cutdnea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-
laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM- (e), LCL-
TM+ () e de individuos n&o infectados NI (A\).A populacédo de linfécitos T CD4+ ativados foi inicialmente
identificada através de aspectos morfométricos seguida pela analise imunofenotipica, utilizando-se
anticorpo monoclonal anti-CD4 marcado com FITC e anti-HLA-DR marcado com PE, segundo protocolo
de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estao apresentados como dispersao
dos valores individuais (simbolos) e a média (barras) do percentual das células T CD4+ ativadas na
populagdo de linfécitos totais. As diferencas estatisticas (p<0,05) estdo identificadas pela letra “a” em
comparagdo com o grupo NI
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A avaliacdo do percentual das subpopulacdes de linfécitos T CD8+ ativados
(HLA-DR+) do sangue periférico foi feita através de ensaios de dupla marca¢do, como
ilustrado em Material e Métodos.

A FIG. 35 mostra os resultados dos percentuais de linfécitos T CD8+ HLA-DR+
no sangue periférico de pacientes com LCL, categorizados em funcdo de aspectos
clinico-laboratoriais.

A andlise dos resultados revelou que todos os subgrupos de pacientes LCL
apresentaram um percentual de linfécitos T CD8+ HLA-DR+ significativamente maior
(p<0,05), quando comparados com os individuos nao infectados (NI=1,78%; LCL-
1=12,88%; LCL-2-4=10,23%; LCL<60=11,39%; LCL>60=13,80%; LCL-TM-=12,72%;
LCL-TM+=12,07%), sendo que os subgrupos LCL-1 e LCL>60 apresentaram o0s
maiores valores percentuais de linfécitos T CD8+ ativados.

Em conjunto, os dados de ativagdo de subpopulagdes de linfécitos T
demonstram o envolvimento dessas subpopulagdes nos mecanismos de imunidade
celular durante a infeccao Leishmania, independente dos aspectos clinico-laboratoriais
do paciente. Entretanto, torna-se ainda importante identificar o balango da participacéao
dessas subpopulagdes celulares no ambito dos diferentes aspectos clinico-laboratoriais

avaliados nesse estudo.
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Figura 35: Percentual médio de linfocitos T CD8+HLA-DR+ circulantes no sangue periférico de pacientes

portadores de Leishmaniose Cutdnea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-
laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM- (e), LCL-
TM+ (#) e de individuos n&o infectados NI (A). A populagao de linfécitos T CD8+ ativados foi inicialmente
identificada através de aspectos morfométricos seguida pela analise imunofenoctipica, utilizando-se
anticorpo monoclonal anti-CD8 marcado com FITC e anti-HLA-DR marcado com PE, segundo protocolo
de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estdao apresentados como dispersao
dos valores individuais (simbolos) e a média (barras) do percentual das células T CD8+ ativadas na

populagdo de linfécitos totais. As diferencas estatisticas (p<0,05) estdo identificadas pela letra “a” em

comparagao com o grupo NI.
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Visando investigar o balan¢o da ativagao de linfécitos T CD4+ e CD8+ durante a
infecgdo por Leishmania, realizamos uma anadlise adicional da razdo entre os valores
percentuais de células CD8+HLA-DR+/CD4+HLA-DR+ de pacientes com LCL,
categorizados em funcao de aspectos clinico-laboratoriais € que esta representado na
FIG. 36.

A analise dos dados demonstrou que LCL-1 apresenta uma razao entre linfécitos
T CD8+HLA-DR+/CD4+HLA-DR+ significativamente maior (p<0,05), quando comparado
com os grupos NI (NI=1,31; LCL-1=1,60; LCL-2-4=1,38).

A analise dos dados demonstrou que LCL>60 apresenta uma razdo entre
linfécitos T CD8+HLA-DR+/CD4+HLA-DR+ significativamente maior (p<0,05), quando
comparado com o grupo NI (NI=1,31; LCL=<60=1,23; LCL>60=1,93).

A andlise dos dados demonstrou que LCL-TM+ apresenta uma razao entre
linfécitos T CD8+HLA-DR+/CD4+HLA-DR+ significativamente maior (p<0,05), quando
comparado com os grupos NI (NI=1,31; LCL-TM-=1,25; LCL-TM+=1,61).

Esses achados reforcam a hipotese da ativacdao precoce de células T CD4+
seguida pela expansao da populacao de linfécitos T CD8+ nos eventos mais tardios na
LCL, quando analisamos os subgrupos LCL<60 e LCL>60. Ainda, é interessante
observar que os grupos LCL-1 e LCL-TM+ apresentam valores mais elevados da razao
CD8+HLA-DR+/CD4+HLA-DR+, reforcando o papel protetor da imunidade celular
mediada por linfécitos T CD8+ no contexto da LCL.
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Figura 36: Razao entre linfécitos T CD8+HLA-DR+/CD4+HLA-DR+ circulantes no sangue periférico de

pacientes portadores de Leishmaniose Cutdnea Localizada, categorizados em fungao de aspectos
clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (e); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM- (e),
LCL-TM+ (#) e de individuos n&o infectados NI (4).Os resultados estdo expressos sob forma de

dispersdao dos valores individuais (simbolos) e percentual médio (barras) da razao de linfécitos T
CD8+HLA-DR+/CD4+HLA-DR+. As diferencas estatisticas (p<0,05) estao identificadas pela letra “a” em

comparagdo com o grupo NLI.
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IV - Aspectos fenotipicos de linfécitos B circulantes:

A - Freqiéncia de subpopulacdes de linfocitos B (CD5- e CD5+)

Para avaliar o percentual de linfécitos B na populacdo de linfécitos totais do
sangue periférico foram realizados ensaios de dupla marcagao e os resultados foram
obtidos através da andlise convencional, como ilustrado em Material e Métodos.

O percentual de linfécitos B (CD19+) na populagao de linfécitos totais do sangue
periférico de pacientes com LCL, categorizados em funcdo de aspectos clinico-
laboratoriais esta representado na FIG. 37.

A andlise dos dados revelou que apenas o grupo LCL-2-4 apresentou um
percentual de linfécitos B totais, significativamente maior (p<0,05), quando comparado
ao grupo NI e LCL-1(NI=11,39%; LCL-1=12,34%; LCL-2-4=17,88%).

Nenhuma diferencga significativa foi observada entre os grupos LCL-1, LCL<60,
LCL>60, LCL-TM- e LCL-TM+ e o grupo NI (NI=11,39%; LCL<60=14,56%;
LCL>60=12,21%; LCL-TM-=14,77%; LCL-TM+=13,55%).

Esses resultados re-enfatizam o envolvimento de mecanismos de imunidade
humoral nos aspectos de morbidade durante a infeccdo Leishmania, quando

analisamos os grupos LCL-1 e LCL-2-4.
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Figura 37: Percentual médio de linfécitos B totais CD19+ circulantes no sangue periférico de pacientes

portadores de Leishmaniose Cutdnea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-
laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM- (e), LCL-
TM+ (¢) e de individuos n&o infectados NI (A).A populacdo de linfécitos B totais foi inicialmente

identificada através de aspectos morfométricos seguida pela analise imunofenotipica, utilizando-se

anticorpo monoclonal anti-CD19 marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em

Material e Métodos. Os resultados estao apresentados como disperséo dos valores individuais (simbolos)

e a média (barras) do percentual das células B na populacdo de linfocitos totais. As diferencas

estatisticas do grupo LCL numero de lesbes (p<0,05) estdo identificadas pela letra “a”, “b” em

comparacéao com o grupo NI, LCL-1, respectivamente.
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Para avaliar o percentual das subpopulacdes de linfécitos B convencionais
(CD19+CD5-) na populacao de linfocitos totais do sangue periférico foram realizados
ensaios de dupla marcacdo e os resultados foram obtidos através da analise
convencional como ilustrado em Material e Métodos.

O percentual de linfécitos B convencionais na populacao de linfécitos totais do
sangue periférico de pacientes com LCL, categorizados em fungé@o de aspectos clinico-
laboratoriais esta representado na FIG. 38.

A andlise dos dados revelou que o grupo LCL-2-4 apresenta um percentual de
linfécitos B convencionais, significativamente maior (p<0,05), quando comparado ao
grupo LCL-1, ndo apresentando diferenca significativa em relagdo ao grupo NI
(NI=10,59%; LCL-1=9,53%; LCL-2-4=14,95%).

Os grupos LCL=<60, LCL>60, LCL-TM- e LCL-TM+ nao apresentaram diferenga
significativa para o percentual de linfécitos B convencionais, quando comparados ao
grupo NI (NI=10,59%; LCL<60=11,52%; LCL>60=9,76%; LCL-TM-=10,92%; LCL-
TM+=10,93%).

Esses resultados reforcam a hipétese previamente apresentada do envolvimento
dos mecanismos de imunidade humoral nos aspectos de morbidade durante a infec¢ao

Leishmania, quando analisamos os grupos LCL-1 e LCL-2-4.
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Figura 38: Percentual médio de linfcitos B convencionais CD19+CD5- circulantes no sangue periférico
de pacientes portadores de Leishmaniose Cut&nea Localizada, categorizados em funcado de aspectos
clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (e); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (e), (C) LCL-TM- (e),
LCL-TM+ () e de individuos ndo infectados NI (A). A populacdo de linfécitos B convencionais foi
inicialmente identificada através de aspectos morfométricos seguida pela analise imunofenotipica,
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD5 marcados com FITC e anti-CD19 marcado com PE,
segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estao
apresentados como dispersao dos valores individuais (simbolos) e a média (barras) do percentual das
células B convencionais na populagéo de linfécitos totais. A diferencga estatistica do grupo LCL niumero de
lesdes (p<0,05) esta identificada pela letra “b” em comparacdo com o grupo LCL-1.
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Para avaliar o percentual das subpopulagées de linfocitos B1 (CD19+CD5+) na
populagdo de linfécitos totais do sangue periférico foram realizados ensaios de dupla
marcacdo e os resultados foram obtidos através da analise convencional, como
ilustrado em Material e Métodos.

O percentual de linfécitos B1 (CD19+CD5+) na populacdo de linfocitos totais do
sangue periférico de pacientes com LCL, categorizados em fungé@o de aspectos clinico-
laboratoriais esta representado na FIG. 39.

A analise dos dados de linfocitos B1 mostrou que ndo houve diferenca estatistica
entre os subgrupos de pacientes portadores de LCL, em relacdo ao grupo NI
(NI=2,57%; LCL-1=2,55%; LCL-2-4=3,09%; LCL<60=2,70%; LCL>60=2,67%; LCL-TM-
=3,23%; LCL-TM+=2,57%).
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Figura 39: Percentual médio de linfécitos B1, CD19+CD5+ circulantes no sangue periférico de pacientes
portadores de Leishmaniose Cut@nea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-
laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (e); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM- (e), LCL-
TM+ (#) e de individuos ndo infectados NI (/A).A populagéo de linfocitos B convencionais foi inicialmente
identificada através de aspectos morfométricos seguida pela analise imunofenotipica, utilizando-se
anticorpos monoclonais anti-CD5 marcados com FITC e anti-CD19 marcado com PE, segundo protocolo
de imunofenotipagem descrito em Material e Métodos. Os resultados estdo apresentados como disperséao
dos valores individuais (simbolos) e a média (barras) do percentual das células B1 na populagdo de

linfocitos totais
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B - Densidade de expressao de HLA-DR em linfécitos B

A avaliacdo da expressao da molécula HLA-DR em linfocitos B na populacéo de
linfécitos totais do sangue periférico foi feita através de uma estratégia de analise
fenotipica semi-quantitativa como ilustrado em Material e Métodos.

A FIG.40 mostra os resultados da expressao da molécula HLA-DR em linfocitos
B do sangue periférico de pacientes com LCL, categorizados em funcado de aspectos
clinico-laboratoriais.

A analise dos dados demonstrou que os subgrupos de pacientes portadores de
LCL apresentam uma maior expressao de HLA-DR+ em linfécitos B (p<0,05), quando
comparado com o grupo NI. O grupo LCL>60 também apresentou uma maior expressao
dessa molécula em relacdo ao grupo LCL<60 (NI=306; LCL-1=3800,11; LCL-2-
4=3733,02; LCL=<60=3546,53; LCL>60=4255,08; LCL-TM-=3539,24; LCL-
TM+=3838,05).
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Figura 40: Andlise da expressao da molécula HLA-DR em linfécitos B circulantes no sangue periférico de

Expressao de HLA-DR em
Linfécitos B (IMF)

pacientes portadores de Leishmaniose Cuténea Localizada, categorizados em fungdo de aspectos
clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (e); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (e), (C) LCL-TM- (e),
LCL-TM+ () e de individuos nao infectados NI (/\).A populacéo de linfocitos foi inicialmente identificada
através de aspectos morfométricos seguida pela analise imunofenotipica utilizando-se anticorpo
monoclonal anti-HLA-DR marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Material
e Métodos. . Os resultados estdo expressos sob forma de dispersédo (simbolos) e a média (barras) dos
valores de intensidade média de fluorescéncia (IMF) da expressdo de HLA-DR. As diferencas estatisticas
(p<0,05) estao identificadas pela letra “a” em comparagao com o grupo NI. A diferenca estatistica do
grupo LCL tempo de lesao (p<0,05) esta identificada pela letra “b” em comparacao com o grupo LCL<60.
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C - Freqiéncia de linfocitos B CD23+

Para avaliar o percentual de linfécitos B CD23+ na populacao de linfocitos totais
do sangue periférico foram feitos ensaios de dupla marcacdo, como descrito em
Material e Métodos.

A FIG. 41 demonstra o percentual de linfécitos CD19+CD23+ na populacao de
linfécitos totais do sangue periférico de pacientes com LCL, categorizados em fungao
de aspectos clinico-laboratoriais.

A analise dos dados revelou que os grupos LCL-1 e LCL-2-4 apresentam um
percentual de linfocitos B CD23+, significativamente maior (p<0,05), quando comparado
ao grupo NI. O grupo LCL-2-4 também apresentou um maior percentual de linfécitos B
CD23+ em relacéo ao grupo LCL-1 (NI=2,16%; LCL-1=8,90%; LCL-2-4=13,10%).

A andlise dos dados mostrou que os grupos LCL=<60, LCL>60, LCL-TM- e LCL-
TM+ apresentam um percentual maior (p<0,05) de linfécitos B CD23+, em relacao ao
grupo NI. (NI=2,16%, LCL=<60=10,22%; LCL>60=9,53%; LCL-TM-=10,56%; LCL-
TM+=9,86%).

Em conjunto, os dados referentes aos aspectos imunofenotipicos de linfocitos B
sugerem a importancia da avaliagdo do balangco de aspectos fenotipicos associados a
imunidade celular e humoral na LCL, sugerindo maior envolvimento da imunidade
humoral nos eventos tardios na LCL, quando analisamos a expressao de HLA-DR em
linfocitos B nos subgrupos LCL<60 e LCL>60. Ainda, salienta a importancia da
imunidade humoral como elemento relevante nos relatos de maior morbidade na LCL,
quando analisamos a frequéncia de linfécitos B totais, convencionais e CD23+ nos
subgrupos LCL-1 e LCL-2-4.
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Figura 41: Percentual médio de linfécitos CD19+CD23+ no sangue periférico de pacientes portadores de
Leishmaniose Cutanea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-laboratorias como: (A)
LCL-1 (9), LCL-2-4 (#); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM- (@), LCL-TM+ (#) e de individuos
ndo infectados NI (A).A populagdo de linfocitos foi inicialmente identificada através de aspectos
morfométricos seguida pela analise imunofenotipica utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD19
marcados com FITC e anti-CD23 marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em
Material e Métodos. Os resultados estdo expressos através de dispersdo dos valores individuais
(simbolos) e média percentual (barras) de linfécitos CD19+CD23+ na populacdo de linfécitos totais. As
diferencas estatisticas (p<0,05) estao identificadas pela letra “a” em comparagdao com o grupo NI. A
diferenca estatistica do grupo LCL numero de lesbes (p<0,05) esta identificada pela letra “b” em
comparagéao com o grupo LCL-1.
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Balanco da resposta imune na LCL, em funcdao de parametros clinico-
laboratoriais:

Visando investigar o balanco do envolvimento da resposta imune inata e
adaptativa durante a infecgdo por Leishmania, realizamos uma analise adicional da
razao entre os valores absolutos de mondcitos pro-inflamatérios (HLA-DR++) e células
CD19+CD23+ por mm?® de sangue em pacientes portadores de LCL, categorizados em
funcao de aspectos clinico-laboratoriais.

Os resultados da razdo entre os valores absolutos de mondcitos pro-
inflamatérios (HLA-DR++) e células B CD23+ no sangue periférico de pacientes com
LCL e de individuos nao infectados estao representados na FIG. 42.

A analise dos dados demonstrou que os individuos LCL-1 e LCL-2-4 apresentam
uma razdo entre mondcitos pro-inflamatérios (HLA-DR++) e células B CD23+
significativamente menor (p<0,05) quando comparado com os individuos néo infectados
(N1=22,96; LCL-1=3,98; LCL-2-4=1,98).

A analise dos dados demonstrou que os grupos LCL<60 e LCL>60 apresentam
uma razao entre mondcitos pro-inflamatérios (HLA-DR++) e células B CD23+
significativamente menor (p<0,05) quando comparado com os individuos nao
infectados. Entretanto os individuos LCL<60 apresentam uma razdo maior em relagao
ao grupo LCL>60 (NI=22,96; LCL<60=4,02; LCL>60=2,34).

A andlise dos dados demonstrou que os individuos LCL-TM- e LCL-TM+
apresentam uma razdo entre mondcitos pro-inflamatérios (HLA-DR++) e células B
CD23+ significativamente menor (p<0,05), quando comparados com os individuos nao
infectados (N1=22,96; LCL-TM-=3,26; LCL-TM+=3,51).

Esses achados sugerem o predominio da ativacdo de células envolvidas na
imunidade adaptativa com a expanséo da populacdo de linfécitos CD19+CD23+ em

todos os grupos avaliados.
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Figura 42: Razdo entre Mondcitos HLA-DR+/CD19+CD23+ circulantes no sangue periférico de pacientes
portadores de Leishmaniose Cuténea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-
laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (e); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM- (e), LCL-
TM+ (#) e de individuos néo infectados NI (£\).Os resultados foram calculados empregando-se os valores
absolutos de células/mm?® de sangue e estdo expressos sob forma de dispersdo dos valores individuais
(simbolos) e valor médio (barras) da razdo de Mondcitos HLA-DR+/CD19+CD23+ As diferencas
estatisticas (p<0,05) estao identificadas pela letra “a” em comparagdo com o grupo NI.
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Numa outra abordagem, calculamos a razdo entre os valores absolutos de
mondcitos pré-inflamatérios (HLA-DR++) e células CD8+HLA-DR+ por mm?® de sangue
em individuos portadores de LCL, categorizados em funcdo de aspectos clinico-
laboratoriais. Os resultados dessa razao estao representados na FIG. 43.

A analise dos dados demonstrou que todos os subgrupos de individuos
infectados apresentam uma razao entre mondcitos pro-inflamatérios (HLA-DR++) e
CD8+HLA-DR+ significativamente menor (p<0,05), quando comparados com o0s
individuos nao infectados (NI=23,65; LCL-1=3,25; LCL-2-4=2,12, LCL<60=3,12;
LCL>60=2,63; LCL-TM-=2,48; LCL-TM+=3,07).

Em suma, esses resultados salientam novamente o predominio da ativacao
precoce de células envolvidas na imunidade inata, seguida pelo envolvimento da
imunidade adaptativa com a expansao da populacao de linfécitos T CD8+HLA-DR+ nos
eventos mais tardios na LCL, quando analisamos os subgrupos LCL<60 e LCL>60.
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Figura 43: Razdo entre Monécitos HLA-DR+/CD8+HLA-DR+ circulantes no sangue periférico de

pacientes portadores de Leishmaniose Cutdnea Localizada, categorizados em fungao de aspectos
clinico-laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (e); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (¢), (C) LCL-TM- (e),
LCL-TM+ () e de individuos nao infectados NI (A). Os resultados foram calculados empregando-se os

valores absolutos de células/mm® de sangue e estdo expressos sob forma de dispersdo dos valores
individuais (simbolos) e valor médio (barras) da razdao de Monécitos HLA-DR+/CD8+HLA-DR+. As

diferencas estatisticas (p<0,05) estado identificadas pela letra “a” em comparacao com o grupo NI.
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Numa abordagem final, analisamos o balan¢o entre a resposta imune celular e
humoral através do célculo da razéo entre linfécitos T totais ativados/linfécitos B totais
presentes no sangue periférico de portadores de LCL, categorizados em funcdo de
aspectos clinico-laboratoriais. Os resultados dessa razao estao representados na FIG.
44,

A andlise dos dados demonstrou que os subgrupos LCL-1, LCL<60, LCL>60 e
LCL-TM+ apresentam uma razao de Linfécitos T totais ativados (HLA-DR+) /Linfécitos B
totais (CD19+) significativamente maior (p<0,05), quando comparados com 0s
individuos nao infectados (NI=0,37%; LCL-1=2,38%; LCL-2-4=1,19%, LCL<60=1,89%;
LCL>60=2,35%; LCL-TM-=1,79%; LCL-TM+=2,13%). Entretanto, ¢é interessante
observar que o grupo LCL>60 apresenta a maior razdao entre 0s aspectos
imunofenotipicos da imunidade celular em relagdo a humoral.

Esses achados reforcam mais uma vez a importancia de um predominio da
imunidade celular sobre a humoral nos eventos protetores na LCL quando analisamos
os subgrupos LCL-1 e LCL-2-4, bem como os subgrupos LCL-TM- e LCL-TM+. Além
disso, os dados dos subgrupos LCL=<60 e LCL>60 sugerem maior envolvimento da

resposta celular nos eventos tardios.
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Figura 44: Razao entre Linfécitos T HLA-DR+/CD19+ circulantes no sangue periférico de pacientes

portadores de Leishmaniose Cuténea Localizada, categorizados em funcdo de aspectos clinico-
laboratorias como: (A) LCL-1 (©), LCL-2-4 (e); (B) LCL<60 (e), LCL>60 dias (), (C) LCL-TM- (e), LCL-
TM+ (e) e de individuos nao infectados NI (A). Os resultados foram calculados empregando-se 0s

valores percentuais de células na populacdo de linfécitos totais e estdo expressos sob forma de

dispersao dos valores individuais (simbolos) e valor médio (barras) da razao de Linfécitos T CD3+HLA-

DR+/CD19+. As diferencas estatisticas (p<0,05) estao identificadas pela letra “a” em comparagéo com o

grupo NI.
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SINTESE DOS RESULTADOS

Considerando o grande numero de alteracdes significativas observadas para os
diversos parametros fenotipicos celulares e moleculares empregados nesse estudo,
elaboramos a seguir, um diagrama com a sintese dos resultados (FIG. 45). Inicialmente,
foram consideradas as diferencas significativas observadas entre o grupo LCL e o
grupo NI (FIG. 45A). Em seguida, foram realizadas analises das intersegbes entre os
subgrupos de pacientes LCL, categorizados em funcdo de parametros clinico-
laboratoriais. Esse tipo de abordagem visou distinguir alteragdes intrinsecas da LCL
daquelas capazes de ser associadas com o numero de lesdes (FIG. 45B), tempo de
leséo (FIG. 45C) e a positividade no teste de Montenegro (FIG. 45D), sendo especificas
de uma determinada categoria clinica. Para tal, com o objetivo de facilitar a
interpretagcdo e discussdo dos resultados, bem como a elaboracdo de conclusdes
baseadas nas evidéncias de perfil fenotipico diferencial, a FIG. 45 apresenta um
diagrama ilustrativo com a sintese dos resultados.

A andlise das informacdes contidas na FIG. 45 permitiu a verificacdo que
pacientes portadores de LCL, quando analisados em conjunto em relagdo ao grupo NI
apresentam um perfil de resposta imune misto, com alteracbes tanto em aspectos
fenotipicos associados a imunidade inata (Mondcitos e Neutréfilos), quanto adaptativa
(Linfécitos T e B), bem como da resposta imune adaptativa celular e humoral, sugerindo
0 envolvimento complexo de mecanismos imunolégicos. Além disso, na andlise do
compartimento da imunidade inata, observam-se tanto eventos fenotipicos sugestivos
de ativacdo (aMondcitos CD23+, aNeutrédfilos HLA-DR+, aNeutréfilos CD23+) bem
como mecanismos reguladores (% Neutréfilos CD28+, ' Neutréfilos CD16+), No ambito
da imunidade adaptativa, observam-se também um perfil misto, com envolvimento de
aspectos fenotipicos sugestivos da ativagdo simultdnea da imunidade celular e humoral
(ALTHLADR+, ALTCD4+HLADR+, ALTCD8+HLADR+, ALBHLADR+,
ACD19+CD23+).

Considerando a complexidade da resposta imune durante a infeccao por
Leishmania, a auséncia de sincronicidade/perfil preferencial dos eventos imunolégicos
observados nos portadores de LCL, e o perfil misto de resposta identificado em nosso
estudo, tivemos o interesse de avaliar a possivel associacdo desses achados
fenotipicos com diferentes aspectos clinico-laboratoriais. Nesse contexto, selecionamos
trés importantes aspectos mais relevantes no ambito da infeccdo humana por

Leishmania, os quais estdo diretamente associados com caracteristicas de morbidade e
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0s eventos de protecao ja descritos na literatura, incluindo: nimero de lesées cutaneas,
tempo de lesdo e a positividade no teste de Montenegro. Embora, também tenhamos
avaliado a associagao entre aspectos demograficos, tais como sexo e idade, apenas os
parametros clinico-laboratoriais apresentaram alteracoes estatisticas distintas das
observadas previamente na analise conjunta dos portadores de LCL. Esse tipo de
abordagem, previamente realizada em nosso laboratério (MASINI, A.B., 2005), ja havia
sugerido o impacto importante dessas variaveis clinico-laboratoriais no estudo do perfil
de citocinas intracitoplasmaticas no contexto da LCL e a auséncia de associacao
daquele perfil com aspectos demograficos da populagédo em estudo.

No ambito das alteragées imunolégicas especificas de um determinado grupo
clinico-laboratorial, observamos um predominio de alteracbes em aspectos fenotipicos
associados a imunidade celular no grupo LCL-1 (ALTCD8+HLADR+/CD4+HLA-DR+,

LTHLADR+/LB). Por outro lado, observamos um predominio de aspectos da
imunidade humoral no grupo LCL-2-4 ( ). Em
conjunto, esses resultados reforgam o papel protetor da imunidade celular mediada por
linfocitos T CD8+ no contexto da LCL. Ainda, esses resultados re-enfatizam o
envolvimento de mecanismos de imunidade humoral nos aspectos de morbidade
durante a infec¢do pela Leishmania, quando analisamos os grupos LCL-1 e LCL-2-4
(FIG. 45B).

A analise dos dados fenotipicos a luz da categorizagao do grupo LCL em funcgao
do tempo de lesdo, permitiu observar uma dindmica dos eventos da imunidade inata,
mais freqlente em portadores de lesdo recente LCL<60 (*/ Neutrofilos CD28+, A
Neutrofilos HLA-DR+, & Neutrofilos CD23+) e adaptativa, preferencialmente detectadas
em portadores de lesdo crénica LCL>60 (& LTCD8+HLADR+/CD4+HLA-DR+, AHLADR
em LB) (FIG. 45C).

Aspectos imunofenotipicos caracteristicos do grupo LCL-TM+ foram aqueles da
imunidade inata e adaptativa diretamente associados a imunidade celular leishmanicida
(4 CD23 em Mondcitos, aLTCD8+HLADR+/CD4+HLA-DR+, aLTHLA-DR+/LB). Esses
dados reforcam os relatos prévios de que a positividade no teste de Montenegro é um
importante indicador laboratorial da habilidade de montar uma resposta imune celular
protetora anti-Leishmania (FIG. 45D).

Considerando as caracteristicas imunofenotipicas intrinsecas da LCL,

independentes dos aspectos clinico-laboratoriais avaliados, destacam-se a participacao
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simultdnea da imunidade adaptativa celular e humoral com uma elevacao significativa
da ativagcao de linfécitos T (LT HLA-DR+, LTCD4+HLA-DR+ e LTCD8+HLA-DR+) e
células B (LB CD23+). Além disso, observa-se um predominio da imunidade adaptativa,
pela presenca constante da reduzida taxa de mondcitos pré-inflamatérios em relacao
aos eventos da imunidade celular e humoral (Monécitos HLA-R++/CD8+HLA-DR+ e
Monécitos HLA-R++/LBCD23+), independente da categorizacdo dos portadores de
LCL.

Como caracteristica imunofenotipica associada aos eventos de protecao,
observa-se nos grupos LCL-1, LCL>60 e LCL-TM+ uma ativagdo preferencial da
resposta imune mediada por linfécitos T CD8+, sobressaindo a ativagao de linfécitos T
CD4+, dada a maior taxa da expressao de HLA-DR por células citotoxicas, em relacao
as células auxiliares (LTCD8+HLA-DR+/CD4+HLA-DR+). Além disso, no ambito da
positividade do teste de Montenegro, realga-se a inducado na expressao de CD23 por
mondcitos como evento acoplado a deteccao laboratorial da imunidade celular. Em
contrapartida, no grupo que representa maior grau de morbidade na LCL (LCL-2-4),
observa-se maior comprometimento do compartimento humoral com alteracbes mais
significativas em aspectos fenotipicos de linfocitos B.

No estudo simulador da dindmica dos eventos imunolégicos durante a LCL,
observa-se o envolvimento precoce de neutréfilos na infecgao por Leishmania, com o

estabelecimento mais tardio da imunidade celular mediada por linfécitos T CD8+.
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Figura 45: Analise cross-seccional do perfil fenotiopico de células envolvidas na resposta imune inata e
adaptativa, bem como em eventos da imunidade celular e humoral, no sangue periférico de pacientes
portadores da LCL analisados em conjunto (A), ou categorizados em funcdo de aspectos clinico-
laboratoriais, incluindo numero de lesées (B), tempo de lesdo (C) e positividade no teste de Montenegro
(D). A orientacdo das setas representa elevacao ou diminuicdo estatisticamente significativa entre os
parametros avaliados. As letras “a” e “b” representam diferencas significativas em relacdo ao grupo NI e
ao outro subgrupo de paciente portador de LCL em cada analise.
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Diversos estudos que avaliam aspectos inerentes ao complexo grupo de
doencas denominado “Leishmanioses”, chamam a atencao para a natureza multifatorial
dos eventos associados ao estabelecimento/manutencao de diferentes formas clinicas,
dando suporte a hipéteses de que mecanismos complexos estao envolvidos na inducao
e/ou regulacdo da patogenia das leishmanioses. Nesse contexto, a LCL apresenta
diferentes aspectos que podem ser atribuidos a fatores ligados ao parasito, como por
exemplo, a viruléncia dependente da espécie envolvida no processo infeccioso.
ROMERO et al. (2001), observaram que pacientes infectados com L. braziliensis
apresentam um menor numero de lesdes, que, entretanto, apresentam-se maiores que
aquelas observadas em pacientes infectados com L. guyanensis. SILVEIRA et al.
(2004) demonstram que individuos portadores de LCL infectados por L. amazonensis
apresentam uma capacidade maior em montar uma resposta imune do Tipo 2, quando
comparados aos individuos infectados com L. braziliensis, o que proporcionaria o
estabelecimento de manifestagdes clinicas mais graves, como por exemplo, a LCD.

Ainda, no contexto dos aspectos que interferem na patogénese da LTA, diversos
estudos tém focalizado atencdo em fatores ligados ao hospedeiro, incluindo o
polimorfismo de expressdo génica de produtos do complexo maior de
histocompatibilidade (LARA et al., 1991; OLIVO-DIAZ et al., 2004), a presenca de co-
infeccoes (De LIMA BARROS et al., 2005; ROMERO et al., 2004; RABELLO et al.,
2003) bem como o estado imunolégico do individuo, no que se refere a capacidade de
montar uma resposta imune com maior cardter protetor ou indutor de morbidade
(POMPEU et al., 2001). No ambito da imunogenética, os trabalhos chamam a atencéo
para a importancia da influéncia da expressao de genes especificos do HLA de classe |
(HLA-A,B,C) e classe Il (HLA-DP, HLA-DQ e HLA-DR) (LARA et al., 1991; OLIVO-DIAZ
et al., 2004). Os resultados desses estudos indicam que os genes do HLA de classe |
parecem nao apresentar um impacto relevante na susceptibilidade a LCL. Por outro
lado, os genes do HLA de classe |l parecem ser relevantes para a expressao clinica de
LCL, como o HLA-DRB1*0407 (OLIVO-DIAZ et al., 2004) e HLA-DQw3 (LARA et al.,
1991), relacionados a susceptibilidade, e o HLA-DP*0401 (OLIVO-DIAZ et al., 2004),
relacionado a resisténcia na LCL. Os estudos que avaliam o impacto das co-infeccoes
nas manifestagdes clinicas a LTA chamam a atencéo para um relato de 2000 casos de
pacientes co-infectados por Leishmania-HIV, apresentando LCL ou LMC causada por L.
braziliensis e L. amazonensis (ROMERO et al., 2004).
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Dentre os principais tépicos abordados nos estudos que avaliam a resposta
imune na infeccdo humana por parasitos do género Leishamania, varios aspectos séao
amplamente investigados. Alguns estudos visam compreender melhor, 0s mecanismos
imunoldgicos envolvidos na resisténcia/susceptibilidade desse complexo de doencas,
enquanto outros focalizam na participacao diferenciada dos compartimentos celular e
humoral da resposta imune, com énfase em aspectos imunofenotipicos de células da
imunidade inata e da resposta adaptativa. Ainda, no ambito da resposta imune, diversos
trabalhos demonstram que no decurso da infecgéo, a expressao diferencial de citocinas
€ um fator que controla a imunopatogenia da LCL (MELBY et al., 1994; ROCHA et al.,
1999).

Embora alguns dos elementos envolvidos no desenvolvimento das diferentes
manifestacdes clinicas das leishmanioses ja tenham sido descritos, estudos adicionais
fazem-se ainda necessarios para a compreensdao da dinamica desse processo. O
estudo da participacao de diferentes populacdes celulares nos eventos de resisténcia e
susceptibilidade chama a atenc¢ao para o envolvimento tanto da resposta imune celular,
como humoral. Nesse contexto, a deteccdo de moléculas expressas na superficie de
células tem permitido um grande avango na pesquisa cientifica aplicada ao estudo de
doencas infecto-parasitarias humanas. Empregando sistemas de andlises
imunofenotipicas mais elaborados e protocolos experimentais mais atuais, torna-se
possivel ainda, a analise simultanea de um maior numero de moléculas por superficie
celular, possibilitando a identificacdo e/ou caracterizacdo de novas subpopulacoes
celulares. Esse tipo de abordagem oferece assim, informagdes adicionais que podem
enriquecer os conhecimentos acerca das diferentes manifestacées clinicas da LTA.

Nesse trabalho, desenvolvemos um estudo de aspectos imunofenotipicos de
leucécitos do sangue periférico de pacientes portadores de LCL numa abordagem
“cross-seccional” que permitiu avaliar o impacto de diferentes aspectos clinico-
laboratoriais relevantes no contexto da LCL, aqui denominados “numero de lesdes”,
“tempo de lesdo” e “positividade no teste de Montenegro”. A partir dos resultados
obtidos, elaboramos 4 diagramas (FIG. 45A, B, C e D) com o objetivo de permitir uma
andlise mais detalhada das diferencas observadas entre os grupos avaliados.

Para facilitar o entendimento das consideracdes propostas a partir dos resultados
obtidos nesse estudo, apresentaremos a seguir uma discussao dirigida para cada

objetivo especifico proposto nesta investigacao. Assim, inicialmente serdo avaliados os
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aspectos inerentes a LCL quando avaliamos o grupo de pacientes infectados em
relacdo ao grupo controle (FIG. 45A). A seguir, serdo abordados o0s aspectos
imunofenotipicos especificamente identificados para cada subgrupo de pacientes
portadores de LCL, categorizados em funcdo dos aspectos clinico-laboratoriais
avaliados (FIG. 45B, C e D).

Considerando as alteragbes fenotipicas observadas no grupo LCL para as
células envolvidas na imunidade inata (FIG. 45A), nossos resultados sugerem o
estabelecimento de um perfil complexo de eventos, com a presenca simultanea de
mecanismos relacionados a ativacao — aumento na expressdo de CD23 por mondcitos
(FIG. 11), uma elevada frequéncia de neutréfilos HLA-DR+ (FIG. 13) e CD23+ (FIG. 15)
e mecanismos relacionados a modulagao da resposta imune - diminuicdo no percentual
de neutrofilos CD28+ (FIG. 12), além de uma queda na expressdao de CD16 por
neutréfilos (FIG. 14). A participacao de células envolvidas na imunidade inata durante a
infecgao por parasitos do género Leishmania tem sido descrita por diversos autores. O
papel protetor de mondcitos através da atividade fagocitica e leishmanicida pela
producdo de TNF-a e NO tem sido amplamente investigada (VOULDOUKIS et al.,
1995). Por outro lado, o papel de neutréfilos no contexto de LTA, tem sido
recentemente descrito em modelo experimental murino de infeccdo com L. major,
sugerindo a participacao importante desses fagécitos nos eventos iniciais de instalagao
do processo infeccioso, sendo essas células as primeiras a chegarem no foco de
infeccdo e o primeiro “habitat” das formas infectantes de Leishmania até o momento da
chegada de macrofagos ao local da inoculagado do parasito (AGA et al., 2002). Esse
perfil misto de ativacdo/modulacdo de neutréfilos, paralelo com a hiperexpressao de
CD23 por mondcitos sugere que esses eventos heterogéneos poderiam nao estar
ocorrendo simultaneamente e que, na verdade a existéncia de outros fatores, como por
exemplo, a auséncia de sincronicidade de infeccdo no grupo de pacientes LCL ou
diferencas em aspectos clinico-laboratoriais poderiam ser variaveis relevantes capazes
de interferir no perfil imunofenotipico observado no grupo LCL. Essa hipdtese sera
abordada oportunamente ao longo dessa discussao.

No compartimento de células envolvidas na imunidade adaptativa, ao avaliar no
grupo LCL a freqUéncia de células T ativadas, através da analise do marcador de
ativacdo HLA-DR (KO et al., 1979), observamos uma elevacgao significativa em relacao
ao grupo controle (FIG. 17A), consistente com o envolvimento da imunidade celular nos
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eventos imunoldgicos desencadeados pela infecgdo por Leishmania (LIEW &
O’DONNELL, 1993). A resposta imune celular apresenta um papel importante nas
infeccdes associadas a patdégenos intracelulares (KAUFMANN, 1993). A LCL apresenta
uma relevante resposta mediada por células T, caracterizada por uma alta proliferacao
linfocitaria frente a antigenos de Leishmania (CASTES et al., 1983; CARVALHO et al.,
1985). Da CRUZ et al. (1994) associaram o envolvimento da resposta imune celular aos
mecanismos de resisténcia na LCL. Estudos de GAAFAR et al. (1999), demonstraram a
existéncia de um menor percentual de linfécitos T CD8+ ao diagndstico, quando
comparado aos valores observados em pacientes portadores de LCL durante o
processo de cura pos-terapéutica, avaliando o PBMC desses pacientes. Estudos
desenvolvidos por Da CRUZ et al. (1994) e COUTINHO et al. (1998) também chamam a
atencdo para presenca de um maior percentual de linfécitos T CD8+ nas culturas de
células de individuos curados, em relacdo aos individuos avaliados antes do
tratamento, os quais apresentam um predominio de linfécitos T CD4+. Esses autores
acreditam que no processo de cura pés-terapéutica, mais importante que o predominio
de linfécitos T CD8+ seria o balanco entre as células T CD4+ e T CD8+, em que as
primeiras teriam sua propor¢cao diminuida durante o processo de cura. Em nosso
estudo, a analise de subpopulacdes de células T ativadas no grupo LCL demonstrou
um aumento significativo tanto de células T CD4+ (FIG. 17B), quanto de células T CD8+
ativadas (FIG. 17C). Essas alteracdes fenotipicas observadas reforcam a idéia que um
perfil misto de ativagé@o celular poderia ser consequéncia da auséncia de sincronicidade
na infecgcdo dos pacientes incluidos no grupo LCL e chamam a atengdo para a
necessidade de subcategorizacao dos pacientes portadores de LCL, a fim de avaliar se
o aumento seletivo na frequéncia dessas células poderia ser um reflexo de fatores
clinico-laboratoriais distintos. Ainda, nesse contexto, a andlise do balanco entre a
ativagdo celular de linfocitos T CD4+/CD8+ seria um aspecto relevante a ser
considerado como proposto por Da CRUZ et al. (1994) e COUTINHO et al. (1998).

A participacao da resposta imune humoral na infeccdo por Leishmania ainda
apresenta lacunas importantes e os resultados ja apresentados parecem ainda
controversos, visto que a maioria dos estudos chama a atencao para o papel protetor
conferido pela resposta imune celular (LIEW & O'DONNELL 1993). Cabe salientar que
nossos dados mostraram um aumento significativo na expressdo de HLA-DR por

células B circulantes (FIG. 20), além de uma elevacao na freqtiéncia de linfocitos B
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ativados CD23+ (De MIGUEL et al., 2003) em individuos portadores da LCL (FIG. 21),
confirmando o estado de ativacao dessa populacao celular nos pacientes portadores de
LCL.

Ao considerarmos os aspectos clinicos da LTA, diversos estudos chamam a
atencao para a importancia da analise de caracteristicas consideradas relevantes, tais
como: manifestacao clinica da LTA (LCL, LMC ou LCD) (ROMERO et al.,, 2001),
tamanho da intradermorreacao de Montenegro (SOUZA-ATTA et al., 2002), nUmero das
les6es (ULRICH et al., 1988; MENDONCA et al., 1988; SOUZA-ATTA et al., 2002), e
tempo de evolucado das lesdées (ULRICH et al., 1988; MENDONCA et al. 1988). Nesse
contexto, nos propusemos avaliar o impacto do numero de lesées no perfil
imunofenotipico dos leucdcitos circulantes em individuos portadores de LCL, como
indicador clinico de morbidade da infec¢do. Para tal sub-categorizamos o grupo LCL em
LCL-1 e LCL-2-4. Nossos dados demonstram de forma interessante, que existe uma
alteracao preferencial na populacao de linfécitos B no grupo LCL 2-4, com aumento
significativo na freqiéncia de linfécitos B circulantes (FIG. 37A), na subpopulagédo de
células B convencionais (CD19+CD5-) (FIG. 38A) e de linfécitos B ativados
(CD19+CD23+) (FIG. 41A). Esses aspectos imunofenotipicos celulares podem ser
associados com os resultados descritos por MENDONGCA et al. (1988) que
demonstraram niveis de IgG significativamente maiores em pacientes portadores de
lesbes multiplas, quando comparados com pacientes apresentando lesdao Unica. A
presenca de altos titulos de anticorpos especificos reflete a caracteristica invasiva da
infeccao. Os resultados mostram que o predominio de linfécitos B direciona a uma
forma mais grave da infeccdo, como demonstrado por SCHURR et al. (1986) onde o
elevado nivel de anticorpos estd associado as formas mais graves da leishmaniose,
como por exemplo, a LCD. Essas observacbes sao reforcadas por estudos
desenvolvidos por PALANIVEL et al. (1996), que demonstraram o envolvimento das
células B na manutengcao da resposta do Tipo 2, através da producao de IL-10. Em
conjunto, nossos dados confirmam através do perfil imunofenotipico, os achados
sorologicos do maior envolvimento da resposta imune humoral em pacientes portadores
de les6es multiplas (MENDONCA et al. 1988; MOSLEH et al., 1995).

Nossos dados referentes aos aspectos imunofenotipicos de células da imunidade
inata, demonstraram um aumento seletivo de neutréfilos CD23+ no grupo de individuos

portadores de lesbes multiplas. Estudos desenvolvidos por VELLA et al. (1999)
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demonstraram que a expressdao de CD23 por neutréfilos € regulada por IFN-y,
reforcando a hipotese de que portadores de lesbes mudltiplas apresentam um
predominio de uma resposta imune do Tipo 2.

Na anadlise dos pacientes portadores de lesdo Unica, torna-se evidente o
predominio de uma imunidade celular adaptativa, com um aumento de linfocitos T,
paralelo a um aumento da razao entre linfécitos T CD8+ HLA-DR+/T CD4+ HLA-DR+
(FIG. 36A) e um aumento da razao entre linfocitos T HLA-DR+/CD19+ (FIG. 44A).
Esses achados reforcam o envolvimento de células T CD8+ nos aspectos de protecao
na infecgado por Leishmania (Da CRUZ et al., 1994; COUTINHO et al., 1998; GAFFAR
et al., 1999).

Ainda considerando os aspectos clinicos relevantes na LTA, existem relatos
acerca da influéncia do tempo de evolugdo da lesdo sobre o perfil imunolégico
associado aos fatores inerentes aos eventos de instalacdo do processo infeccioso, bem
como no controle ou progressao da infeccao (SOUZA-ATTA et al., 2002). Nesse
sentido, nos propusemos avaliar impacto do tempo de evolucao das lesdes cutaneas no
perfil imunofenotipico dos leucécitos circulantes de individuos portadores de LCL,
classificando-os em fungao do tempo de lesdo em dois grupos distintos: portadores de
lesdo recente (LCL<60) e portadores de lesdes crbnicas (LCL>60), segundo proposto
por CARVALHO et al. (1985).

Nossos resultados demonstraram de forma interessante, que pacientes
portadores de lesbes recentes (LCL<60) apresentaram alteragdes no perfil
imunofenotipico de neutrdéfilos circulantes com aspectos tipicamente relacionados com a
ativacdo/modulacao de eventos da imunidade inata, incluindo um aumento significativo
no percentual de neutréfilos HLA-DR+ (FIG.27B), neutréfilos CD23+ (FIG. 29B) e queda
na freqiéncia de neutréfilos CD28+ (FIG. 26B). Esses resultados sugerem a existéncia
de uma possivel dualidade no papel de neutréfilos nos eventos imunoldgicos
desencadeados pela infec¢ao por Leishmania.

Os estudos acerca dos neutrofilos tém mostrado sua grande importancia em
eventos iniciais da infeccdo por Leishmania, participando ativamente do processo
complexo de atividades que podem determinar o estabelecimento da doenca ou
controle do processo infeccioso (SANDILANDS et al., 2003). Na verdade, a literatura
carece de uma melhor elucidacdo sobre o papel dos neutréfilos nas infecgdes por
Leishmania, uma vez que ha trabalhos que relatam uma atividade protetora (RIBEIRO-
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GOMES et al., 2004) e outros uma atividade facilitadora em relagcdo ao
estabelecimento da infeccdo (TACCHINI-COTTIER et al., 2000). RIBEIRO-GOMES et
al. (2004) através de estudos em modelo experimental, demonstraram que a deplecao
de PMN em camundongos BALB/c reduz a carga parasitaria, enquanto que, em
camundongos B6 observa-se uma exacerbacado da infeccdo. TACCHINI-COTTIER et
al., (2000) demonstraram que os neutréfilos contribuem para o desenvolvimento de
lesbes em camundongos BALB/c infectados com L. major, além de influenciar no
desenvolvimento da resposta do Tipo 2.

Ressaltando essa dualidade do papel de neutréfilos no processo infeccioso, van
ZANDBERGEN et al. (2002) demonstraram que, em camundongos, apos a infeccao
com L. major, os parasitos secretam um fator quimiotatico para neutréfilos — Leishmania
chemotactic factor (LCF), sendo interiorizados por essas células que migram para o
local da infecgao. Além disso, nos neutrofilos em que se encontram as Leishmanias
interiorizadas, ocorre a liberagao de IL-8, promovendo seu proprio recrutamento.

Os neutréfilos funcionam entao, como um reservatério para a Leishmania, e sao
estimulados a secretarem fatores quimiotaticos também para macréfagos, como CCL-3
(MIP-1a) e CCL-4 (MIP-1B) (proteina inflamatéria de macroéfago 1a e 1B,
respectivamente). Apds 2-3 dias da infeccdo, os neutrofilos sofrem apoptose, os
macroéfagos recrutados fagocitam os neutréfilos, agora como corpos apoptéticos
(SAVILL et al.,, 1989; van ZANDBERGEN et al., 2004), identificados através da
fosfatidilserina, molécula expressa na superficie das células que sofreram apoptose
(FADOK et al., 1992). Essas células apoptéticas funcionam como um mecanismo
indireto de transmisséo da Leishmania, uma vez que sao fagocitadas pelos macréfagos.
O tempo de vida dos neutréfilos na circulagdo é de 6-10 horas, apos esse periodo
sofrem apoptose. Essas células podem ter o periodo de vida prolongado, quando
incubadas in vitro com citocinas pré-inflamatérias, como fator estimulador de colbénia de
macroéfagos e granulécitos (GM-CSF), fator estimulador de col6nia de granulécitos (G-
CSF), IL-8, IL-1B, glicocorticéides e produtos bacterianos (COLLOTA et al., 1992). AGA
et al. (2002), tém mostrado que as Leishmanias também podem estender o periodo de
vida dos neutrdfilos, interferindo na via da caspase-3, impedindo, por certo tempo, que
essas células sofram apoptose. O tempo do efeito anti-apoptético é o necessario para
manter as Leishmanias vivas até o momento da chegada dos macroéfagos, ocorrendo,

entdo a apoptose dos neutréfilos infectados, sendo fagocitados pelos macréfagos. Essa
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pode ser uma via silenciosa que os parasitos utilizam para entrar nos macréfagos. Apés
a ingestdo dos corpos apoptéticos dos PMN infectados, os macrofagos liberam
citocinas anti-inflamatérias, como TGF-B. As Leishmanias internalizadas por essa via
indireta sobrevivem e multiplicam-se nos macréfagos (van ZANDBERGEN et al., 2004).

Entretanto, os neutréfilos podem destruir as Leishmanias por enzimas
proteoliticas e por oxigénio reativo (REMALEY et al., 1984), sendo assim, além da
capacidade migratéria e atividade microbicida, os neutréfilos podem também funcionar
com um reservatorio para a Leishmania como mencionado anteriormente.

Os estudos que avaliam os eventos de alteragdes fenotipicas dos neutréfilos
demonstram que a ligagdo cruzada de CD28 nos neutréfilos do sangue periférico
humano resulta no aumento inicial da expressdo do receptor A de IL-8 (IL-8RA ou
CXCR-1), havendo um aumento da quimiotaxia induzida por IL-8. Foi demonstrado,
portanto, o importante papel da molécula CD28 na regulacao da expressao de CXCR-1
e na migracao de neutrofilos em resposta ao IL-8 (VENUPRASAD et al., 2001). Ainda,
com base nas mudancas do fenétipo celular envolvido no processo migratério, JOLLY
et al. (2004) observaram que o receptor para IgE de alta afinidade, FceRI, esta
envolvido no processo de recrutamento das células ao foco inflamatério. De acordo com
MONTESEIRIN et al. (2005), o bloqueio do receptor para IgE de baixa afinidade,
FceRll, induz uma baixa modulacdo na expressao de CD62L (L-selectina — molécula de
adesdo) na superficie dos neutréfilos. Esses dados corroboram com 0S nossos
achados, uma vez que encontramos uma diminuicdo do percentual de neutréfilos
CD28+ (FIG. 26B) e um aumento na freqiéncia de neutréfilos CD23+ (FIG. 29B) no
grupo de pacientes portadores de lesdes recentes (LCL<60), indicando que a
diminuicdo de CD28 e o aumento de CD23 nos neutrofilos sdo indicadores do aumento
da migragao dessas células ao foco inflamatério. Além disso, encontramos um aumento
no percentual de neutrofilos HLA-DR+ nos pacientes com lesdes recentes (FIG. 27B),
reforcando o processo de migracao dessas células ao local da injuria, visto que LEI et
al. (2001) observaram que a ligacao cruzada do MHC Il com antigenos induz a
producéao de IL-8 por neutréfilos humanos.

Ainda avaliando a expressdao de marcadores de superficie nos neutrofilos
circulantes, observamos de maneira interessante, uma diminuicdo da expressdo de
CD16 (FcyRIll) em neutrofilos nos individuos com lesao recente e tardia (FIG. 28B),
com uma queda mais acentuada no grupo LCL>60. RAVETCH & PERUSSIA (1991)
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mostraram que neutréfilos expressam constitutivamente o receptor de baixa afinidade
para lgG (FcyRIllb/CD16). A estimulacédo celular através dos FcyRs pode resultar na
modulacédo da expressao desse receptor na superficie celular bem como na indugao de
varias funcOes efetoras, estando envolvidas na geragdao de produtos oxidativos, na
fagocitose, na citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) (HULETT &
HOGARTH, 1994). A diminuicdo da expressdao de CD16 resulta da interacdo desses
receptores com imunocomplexos (FOSSATI et al., 2002). Esse resultado mostra o
envolvimento da resposta imune humoral nos pacientes com LCL, principalmente na
fase tardia de infeccéo.

Embora LAUFS et al. (2002) tenham demonstrado que a fagocitose de
Leishmanias por neutrofilos possa ocorrer tanto na presenca quanto na auséncia de
opsoninas, os parasitos fagocitados na auséncia de opsoninas sobrevivem no interior
dos neutroéfilos por até um dia. Em conjunto, esses dados associados aos nossos
achados imunofenotipicos, reforcam a hipétese para um papel duplo de neutréfilos
durante a infeccdo por Leishmania, podendo contribuir tanto para a manutengcdo dos
parasitos no seu interior nos eventos mais precoces (LCL<60), quanto para a
eliminacdo do parasito nos eventos tardios dependendo de outros fatores gerados no
microambiente da infecgao.

Dando suporte a essa hipbtese, nossos resultados mostram um aumento na
expressao de HLA-DR em linfécitos B como um indicador imunofenotipico de maior
envolvimento da imunidade humoral nos eventos tardios da LCL. Avaliando a
expressao de HLA-DR+ por linfécitos B (CD19+HLA-DR+), observamos um aumento
significativo no grupo LCL>60, em relacdo ao grupo LCL<60 (FIG. 40B). Essa
informacao é consistente com os relatos de baixos niveis de reatividade sérica de IgG
anti-Leishmania encontrados em pacientes portadores da LTA com lesdes cutaneas
unicas ou recentes (ULRICH et al., 1988; MENDONCA et al., 1988). CONVIT et al.
(1993) mostraram que anticorpos especificos anti-Leishmania apresentam baixos niveis
de reatividade sérica nos casos de lesao recente, enquanto CHIARI et al. (1973)
relatam, inclusive, observacdes de negatividade sorolégica em pacientes com lesbes
recentes. Além disso, dados obtidos, recentemente, em nosso laboratério, avaliando
especificamente os grupos de pacientes incluidos nesse estudo, demonstram que o
grupo LCL<60 apresenta, geralmente, niveis menores de reatividade de IgG anti-formas

promastigotas vivas de L. braziliensis, avaliados através da citometria de fluxo
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(ROCHA, R.D. 2005, comunicagdo pessoal). Ainda, nesse contexto, VIEIRA et al.
(2002) sugerem que a producao de anticorpos, preferencialmente IgG1, poderia estar
envolvida nos eventos de opsonizacao mais efetiva, havendo, dessa forma, uma melhor
contengéo da infecgéo.

Assim, partindo dessas informacdes, em associacdo com 0s nossos resultados,
observamos uma maior participacao da resposta imune humoral na fase tardia da LCL.
Considerando ainda que a expressao de CD16 por neutréfilos pode estar associada aos
mecanismos efetores de IgG, nossos dados imunofenotipicos de linfocitos B, pareados
com relatos prévios de ROCHA, R.D. (2005, comunicagao pessoal) sobre a reatividade
sorologica de IgG anti-Leishmania desses individuos, reforcam a hip6tese de que a
diminuicdo da expressao de CD16 por neutréfilos na fase tardia de infecgédo, evidencia
a participacdo mais efetiva de mecanismos de interface da resposta imune celular inata
e humoral adaptativa nos eventos tardios na LCL.

Em contraposicao aos achados imunofenotipicos observados em pacientes do
grupo LCL<60, nossos resultados demonstraram que pacientes portadores de lesdes
tardias (LCL>60) apresentam um perfil imunolégico mais relacionado com uma possivel
polarizagao da resposta imune para um padrédo de reatividade da imunidade adaptativa,
destacando-se, além das alterac¢des fenotipicas em linfocitos B, previamente abordadas
nessa secao, um tipico balango relacionado a imunidade protetora anti-Leishmania
dado pelo aumento da razdo entre linfocitos T CD8+HLA-DR+/CD4+HLA-DR+ (FIG.
36B).

Embora, nesse estudo, ndo tenha sido contemplado a analise do perfil de
citocinas produzido por essas células, MASINI, A.B. (2005, comunicagdo pessoal)
demonstraram que individuos portadores de lesdo crénica apresentam um predominio
de uma resposta imune do Tipo 1, gerando assim um microambiente favoravel ao
desencadeamento de mecanismos celulares de imunidade adaptativa imunoprotetores
que participariam efetivamente no processo de resolucdo da infeccdo, através de
mecanismos leishmanicidas multiplos. Consistente com essas observagdes, MASINI,
A.B. (2005, comunicacao pessoal) observou um namero maior de células T CD4+ IFN-y
positivas no grupo de pacientes com lesédo recente. No entanto, a producédo de IFN-y
por células T CD8+ foi significativamente maior no grupo de pacientes portadores de

leséo tardia. Esses relatos em conjunto com o predominio de linfécitos T CD8+/CD4+
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ativados no grupo LCL>60 (FIG. 36B) reforcam as hip6teses da importancia de
linfécitos T CD8+ nos eventos protetores na LCL (Da CRUZ et al., 1994; MENDONCA
et al., 1995).

Ao considerar os aspectos laboratoriais na LTA, as principais investigacdes
demonstram a importancia da analise de caracteristicas relevantes, tais como:
reatividade sorolégica e, principalmente a positividade no teste de Montenegro. Nesse
estudo, avaliamos o impacto da positividade do teste de Montenegro, como indicador
laboratorial da presenca de eventos imunoprotetores em individuos portadores de LCL,
sub-categorizados com LCL-TM- e LCL-TM+. O teste de intradermorreagédo de
Montenegro detecta a presencga da hipersensibilidade tardia, revelando a capacidade do
paciente em elaborar uma resposta imune celular frente a antigenos do parasito, sendo
um procedimento amplamente utilizado no diagnéstico laboratorial de LTA. A reagéo
positiva manifesta-se através do desenvolvimento de uma enduragéo local cerca de 48
a 72 horas ap6s a inoculagao do antigeno. Normalmente, a positividade do teste ocorre
por volta de alguns meses apds inicio da lesdo cuténea, e dessa forma, é bastante
freqUente o fato de pacientes com lesdes recentes apresentarem resultados negativos
no teste (MONTENEGRO, 1926). Nossos resultados demonstraram que o grupo LCL-
TM+ apresentou um conjunto de alteragdes fenotipicas indicadoras de maior
envolvimento de eventos da imunidade celular inata e adaptativa, incluindo um aumento
na expressdao de CD23 por mondcitos circulantes (FIG. 25C), uma elevacdo na
freqiéncia de linfocitos T CD8+ circulantes com maior razdo entre células T
CD8+/CD4+ ativadas (FIG. 36C).

Os estudos que avaliam o papel da imunidade celular no contexto da LTA
demonstram que a resposta imune inata € muito importante como um mecanismo de
defesa, contendo a disseminagdo da infeccdo, bem como, secretando citocinas que
contribuem para a manutencédo do microambiente, no qual as células T serdo primadas,
promovendo o estabelecimento de uma imunidade adquirida efetiva contra os parasitos.
Nesse contexto, VOULDOUKIS et al. (1995) observaram que a ligacdo do receptor
CD23 (FceRIl) por IgE resulta na producao de NO, promovendo a morte da Leishmania
no interior dos macréfagos, mesmo na auséncia de TNF-a. Acreditamos que 0 aumento
na expressao de CD23 em monécitos observado no grupo LCL-TM+ (FIG. 25C),
poderia refletir um aspecto imunofenotipico da imunidade inata, estando diretamente

associado a imunidade celular leishmanicida. Os dados encontrados na analise dos
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linfécitos T e subpopulagbes ativadas nos permitem especular que a resposta imune
inata estaria criando um microambiente com predominio das citocinas do Tipo 1,
favorecendo o desenvolvimento da resposta imune adaptativa, efetiva para a ativacéao
dos mecanismos leishmanicidas pela interacdo dos eventos da imunidade inata e
adaptativa.

Em suma, nossos resultados mostraram que os mecanismos imunol6gicos que
acompanham a infecgdo humana por Leishmania sao constituidos de eventos
complexos, multifatoriais que envolvem o estabelecimento concomitante de ativagao e
imunorregulacdo do compartimento da imunidade inata bem como aspectos fenotipicos
sugestivos da ativacado paralela da imunidade celular e humoral. Esse perfil complexo e,
a principio controverso de alteragdes fenotipicas pode ser parcialmente esclarecido,
quando consideramos a importancia do impacto diferencial de aspectos clinico-
laboratoriais nos parametros fenotipico da resposta imune de individuos portadores de
LCL. Nesse contexto, observamos um predominio de alteracdes fenotipicas associadas
a imunidade celular em individuos portadores de lesdo Unica e um maior envolvimento
da imunidade humoral em portadores de lesbes multiplas. Foi possivel também
identificar uma dindmica nos eventos imunolégicos na LCL, com alteracbes em
parametros da imunidade inata, mais freqlentemente observados em portadores de
lesdo recente, enquanto o envolvimento da resposta imune adaptativa foi
preferencialmente detectado em portadores de lesdo crénica. Ainda, os aspectos
imunofenotipicos da imunidade inata e adaptativa, diretamente associados a imunidade
celular leishmanicida, foram seletivamente identificados em associacdo com a

positividade no teste de Montenegro.
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1. Pacientes portadores de LCL apresentam alteracdes no perfil fenotipico de leucécitos
circulantes, sugestivas do estabelecimento concomitante de ativacdo (&Mondcitos
CD23+, aNeutréfilos HLA-DR+, aNeutréfilos CD23+) e imunorregulacao (™ Neutrofilos
CD28+, "/ Neutrofilos CD16+) do compartimento da imunidade inata;

2. No ambito da imunidade adapatativa, observa-se um perfil misto, com envolvimento
de aspectos fenotipicos sugestivos da ativacao paralela da imunidade celular e humoral
(4LTHLADR+, Al TCD4+HLADR+, AL TCD8+HLADR+, Al BHLADR+,
ACD19+CD23+).

3 a. H4 um predominio de alteracbes fenotipicas associados & imunidade celular no
grupo LCL-1 (aALTCD8+HLADR+/CD4+HLA-DR+, LTHLADR+/LB), com maior
prevaléncia de alteragées em aspectos da imunidade humoral no grupo LCL-2-4 (

), 0 que reforca o envolvimento da imunidade celular
mediada por linfécitos T CD8+ nos eventos protetores e dos mecanismos de imunidade

humoral nos aspectos de morbidade durante a infecgéo pela Leishmania.

3 b. A categorizacao do grupo LCL em funcédo do tempo de lesdo, permitiu identificar
uma dinamica nos eventos da imunidade inata, mais freqliente em portadores de lesao
recente LCL<60 (" Neutréfilos CD28+, & Neutréfilos HLA-DR+, & Neutréfilos CD23+) e
adaptativa, preferencialmente detectadas em portadores de lesdo crénica LCL>60 (&
LTCD8+HLADR+/CD4+HLA-DR+, aAHLADR em LB), mantendo-se um perfil misto de

imunidade celular e humoral em portadores de leséo cronica.
3 c. Seletivos do grupo LCL-TM+, foram os aspectos imunofenotipicos da imunidade

inata e adaptativa diretamente associados a imunidade celular leishmanicida (a4 CD23
em Mondécitos, aLTCD8+HLADR+/CD4+HLA-DR+, aLTHLA-DR+/LB).
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