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Resumo

O perfil de citocinas tipo 1, tipo 2 e reguladoras parece ser determinante para a cura
clinica da leishmaniose tegumentar americana. No entanto, pouco se sabe sobre a resposta
imune (RI) duradoura responsavel pelo controle da infeccdo por Leishmania em
individuos curados de leishmaniose cutanea (LC). E provavel que o perfil da RI efetora
e/ou reguladora desencadeada nesses individuos contribua para o desenvolvimento de
estratégias vacinais promissoras. O T-bet, GATA-3 e Foxp3 sdo fatores transcricionais
(FT), envolvidos na diferenciacdo de células T, apontados como moduladores da
expressdo de genes que codificam citocinas efetoras e reguladoras. Baseado nisso, nosso
objetivo foi avaliar se os niveis de expressdo génica de citocinas do tipo 1 (IFNG, IL12A,
IL18), tipo 2 (IL4, IL5), reguladoras (IL10) e, respectivamente, dos FT TBET, GATA3 e
FOXP3, em resposta aos antigenos de Leishmania estavam associados ao tempo de cura
clinica da LC. Foram estudados: pacientes de LC curados ha menos de dois anos
(LCC<2a; n=11), curados ha mais de dois anos (LCC>2a; n=10), ou que evoluiram para a
cura espontanea (CE; n=05). O grupo controle foi constituido de individuos saudaveis,
sem historico de leishmaniose (IS; n=08). O RNAm foi extraido das células
mononucleares de sangue periférico (CMSP) estimuladas in vitro com antigenos de
L. braziliensis. Para a amplificacdo génica, foram utilizadas placas de 96 pocos contendo
simultaneamente todos os iniciadores dos genes alvo, além dos genes constitutivos. O
numero de copias de genes foi quantificado pela da técnica de PCR em tempo real. Os
resultados demonstraram que ndo houve alteracdo nos niveis de expressdo de TBET,
GATA3, FOXP3 nos grupos de LCC estudados, mas os CE apresentaram niveis
significativamente mais elevados para todos os FT analisados. Os LCC>2a tiveram
reducdo na expressdo de IL12A em comparagdo aos LCC<2a (p<0,01), mas ndo houve
alteracdo em relacdo ao IFNG. Embora o nimero de cépias de IL18, IL4 e IL10 fosse
mais baixo nos LCC>2a em relagdo aos LCC<2a, esta diferenca ndo foi significativa.
Além dos FT, os CE apresentaram expressdo estatisticamente mais elevada de IFNG,
IL12A, IL4, IL5, e IL10. Os resultados acima sugerem que 0S pacientes gque curaram
espontaneamente apresentaram uma maior capacidade de expressar citocinas do tipo 1,
tipo 2 e reguladoras comparadas aos curados que receberam o tratamento. A reducdo da
expressdo de genes de citocinas efetoras e inibitorias com o aumento do tempo de cura

sugere que este padrao esteja associado com uma resposta protetora bem modulada.
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Abstract

The profile of Type 1 and Type 2 cytokines in addition to the expression of transcriptional
regulators are determinant for the clinical cure of American tegumentary leishmaniasis
(ATL). Despite of all investigation in the field, little is known about the progression of the
immune response (RI) after the clinical cure (CL), when the parasite burden and excess
inflammation is kept in check by a well regulated immune response. It is probable that the
RI profile involving the expression of effector and regulatory molecules contributes to
ensure the successful strategy for the immune response against the parasite. T-bet,
GATA-3 and Foxp3 are transcriptional factors (TF), involved in differentiation of T cells,
these molecules are modulators of gene expression that control effector and regulatory
cytokines. Based on that, our aim was to associate the levels of cytokines gene expression
of type 1 (IFNG, IL12A, IL18), type 2 ( IL4, IL5) and regulatory molecules (IL10, TBET,
GATA3 and FOXP3) in response to Leishmania antigen, to clinical time of cure in CL.
Were investigated patients of CL with less than two years of cure (CCL<2y; n=11), more
than two years of cure (CCL>2y; n=10), or that evolved to spontaneous healing without
intervention (SH; n=05). The control group was composed by healthy individuals, with no
history of leishmaniasis (HI; n=08). Total RNA was extracted from peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) stimulated in vitro with L. braziliensis antigens. The extracted
RNA was used to quantify specific gene expression by Real Time PCR using customized
assay kits. The experiments showed that there is no change in transcription for TBET,
GATA3 or FOXP3 at studied CCL groups, however SH patients have significantly higher
gene copy number for all analyzed TF. LCC>2a patients showed reduced expression of
IL12A in comparison with LCC<2a (p<0,01), but yet the expression of IFNG was
identical in both groups. There is a trend for lower gene copy numbers of IL18, 1L4 e IL10
in LCC>2a in comparison with LCC<2a patients, but this difference was not statistically
relevant. Besides increased expression of transcriptional regulators, CE patients showed
significant increase in gene copy numbers for IFNG, IL12A, IL4, IL5, e IL10. Taken
together, our results suggest that patients with spontaneous cure of leishmaniases present
a stronger Type 1, Type 2 and regulatory responses when compared to patients that
developed progressive disease and received treatment. With increased time of cure, we
observed a reduction on gene expression of effector and inhibitory cytokines. This
phenomena may represent a pattern of well modulated protective immune response

against the parasite.
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1. Introducéao

1.1 Epidemiologia das leishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecciosas consideradas um grande
problema de salde publica, com importante espectro clinico e diversidade
epidemioldgica . A leishmaniose é encontrada em 88 paises, sendo 72 paises em
desenvolvimento, dos quais 13 s&o considerados os menos desenvolvidos do mundo
(Desjeux et al 2004). Estima-se que a incidéncia anual da doenca fosse de 12 milhdes de
casos e a populacdo em risco chegava a 350 milhGes de pessoas, com 1 a 1,5 milhdes
de novos casos de leishmaniose tegumentar (LT) e 500.000 novos casos de
leishmaniose visceral (LV) (WHO, 2004)

A doenca apresenta ainda ampla distribuicdo pelo territério brasileiro,
acometendo o homem em prevaléncias diferentes de acordo com as regides geograficas
do Brasil (revisto por Da-Cruz & Pirmez 2005).

Historicamente, a leishmaniose constitui uma zoonose tipica, com reservatérios
silvestres e vetores bem definidos, enquanto os humanos assumem o papel de
hospedeiros acidentais. Entretanto, devido principalmente ao crescimento da populacéo,
urbanizagcdo, mudancas ambientais, e migracdo (éxodo rural), 0 homem passa a fazer
parte do ciclo. Assim, a infeccdo tem se dado em diversas areas num ambiente
peridomiciliar ou até mesmo domiciliar, onde a adaptacdo do vetor permite a
transmissdo do parasito para animais domésticos e homem, fazendo com que a
probabilidade de contaminacdo seja semelhante a populagéo de risco, ndo importando a
faixa etéria, sexo ou atividade profissional (SVS/MS, 2007).

Em todo o mundo, tem sido observado um agravamento dos casos de
leishmanioses devido a vérios fatores, dentre eles resisténcia aos medicamentos e
imunossupressdao do hospedeiro, seja por subnutricdo ou por associacdo a outras
doencas, principalmente a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (Da-Cruz
et al 2000).

1.2 Agente etioldgico

Os agentes etiolégicos da leishmaniose pertencem ao filo Protozoa, subfilo

Sarcomastigophora, classe  Mastigophora, ordem  Kinetoplastida, familia



Trypanosomatidae e género Leishmania (Rey, 2001). Existem diversas espécies de
Leishmania, das quais cerca de treze estdo associadas a doenca humana (Grimaldi et al
1989). Segundo a classificacdo taxondmica das espécies proposta por Lainson e Shaw
(1987), as espécies de Leishmania sdo divididas em dois subgéneros: Viannia e
Leishmania. No Brasil, as principais espécies que produzem lesdo tegumentar séo
L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis, sendo a L.braziliensis a
espécie mais comumente encontrada.

A Leishmania é um parasito digenético, cujo ciclo vital se passa num hospedeiro
vertebrado e invertebrado, apresentando-se sob duas formas evolutivas: amastigota, que
sdo estruturas arredondadas, com flagelo interiorizado, que se localizam em células
fagocitarias de vertebrados, sobretudo macrofagos; e promastigota, que sdo formas
alongadas, provida de flagelo livre, e que se desenvolve no tubo digestivo do inseto
vetor (Rey, 2001, revisto por Da-Cruz & Pirmez 2005).

1.3 Ciclo de vida da Leishmania

A infeccdo por Leishmania tipicamente origina-se atraveés da picada de dipteros
pertencentes tanto ao género Phlebotomus, que estdo associadas as espécies do Velho
Mundo, como ao género Lutzomyia, que hospeda as espécies do Novo Mundo. Esses
insetos sdo pequenos (2 a 3 mm), de coloragdo acastanhada, pousam com asas elevadas,
tém habitos vespertinos e seus vdos sdo curtos. Atualmente, sdo conhecidas em torno de
500 espécies de flebotomineos, mas apenas cerca de 30 delas foram positivamente
identificadas como vetores da doenca. Somente as fémeas sdo hematdfagas e, portanto
possiveis vetores capazes de transmitir o parasito ao hospedeiro vertebrado durante a
hematofagia (Cunningham, 2002).

A contaminagdo das fémeas dos fleb6tomos acontece através da ingestdo de
células fagociticas parasitadas durante o seu repasto sanglineo (Figura 1). No trato
digestivo do inseto, o parasito se replica e transforma-se na forma promastigota
prociclica. Estas possuem moléculas de lipofosfoglicano (LPG) e metaloproteinase
gp63 que apresentam um papel importante na sobrevivéncia do parasito e na modulagéo
da resposta imune do hospedeiro (revisto por Olivier M et al 2005). As formas
promastigotas prociclicas passam entdo por um processo de metaciclogénese,
transformando-se nas formas infectivas (promastigotas metaciclicas) e migrando para as

porcdes anteriores do tubo digestivo do vetor (Rogers et al 2002).



Quando um flebétomo infectado realiza um novo repasto sanglineo em um
hospedeiro vertebrado, ele regurgita as formas infectivas, e algumas destas evadem da
destruicdo pelo sistema imune do hospedeiro, antes mesmo de infectarem os
macrofagos. Um dos primeiros mecanismos de escape das promastigotas é evitar a lise
direta através do sistema complemento, tendo a participacdo de glicoproteinas e
acucares da membrana do parasito, LPG e metaloproteinase gp63. Além de fatores
inerentes ao parasito, tem sido demonstrado que alguns componentes da saliva do inseto
induzem um ambiente favoravel para o estabelecimento do parasito (Alexander et al
1999, Gillespie et al 2000, Menezes et al 2008). Uma das moléculas mais investigadas
¢ a Maxadilan (Max), presente nas glandulas salivares de Lutzomya longipalpis, que
inibe as fun¢des das células T e dos macréfagos em relagéo a producao de NO, H,0, e a
secrecdo de IL-12 e TNF-a, acentuado assim a sobrevivéncia do parasito,
principalmente na fase inicial da infeccdo. (Gillespie et al 2000, Brodie et al 2007).

Apds escaparem do meio extracelular, os parasitos se ligam a superficie dos
macrofagos, e em seguida sdo endocitados em um vactolo parasitoforo, no qual se
fundem aos lisossomas das células, criando um microambiente que induz a
transformacdo da forma promastigota em amastigota, facilitando sua sobrevivéncia,
visto que sob essa forma, o parasito apresenta-se mais resistente a resposta oxidativa
desencadeada pela célula hospedeira (Cunningham, 2002).

As amastigotas entdo se multiplicam, rompem as células, e sdo fagocitadas por
novas células propagando a infeccdo, ou sendo ingeridas por outro inseto vetor

fechando o ciclo.
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Figura 1- Ciclo da Leishmania sp. Fonte: Sacks & Noben-Trauth, 2002.

1.4 Formas clinicas da Leishmaniose Tequmentar Americana (LTA)

A LTA apresenta um amplo espectro de manifestacdes clinicas que vao desde
infeccBes assintomaticas ou lesdes cutaneas, geralmente benignas, a lesdes destrutivas
encontradas na forma mucosa. A evolucdo para as diferentes formas clinicas esta na
dependéncia de variaveis como viruléncia do parasito, caracteristicas biologicas do
vetor, além da constituicdo genética e imunoldgica do hospedeiro.

No Brasil sdo registradas anualmente cerca de 20.000 novos casos de LTA
(SVS/MS, 2008), sendo a maioria causada pela espécie L. (V.) braziliensis. As
principais formas de apresentacéo clinica sdo: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose
mucosa (LM), leishmaniose cutanea difusa (LCD) e leishmaniose disseminada (LDiss)
(revisto por Da-Cruz & Pirmez, 2005).

A LC ¢ a forma clinica mais freqliente, podendo ser causada por qualquer uma
das espécies dermotrdpicas de Leishmania. O primeiro sinal da infecgédo é tipicamente

um pequeno eritema que desenvolve apds um periodo de incubagéo variavel no sitio



onde ocorreu a picada do inseto. O eritema evolui geralmente para uma péapula, em
seguida num nodulo, que ulcera progressivamente durante um periodo de duas semanas
a seis meses para se tornar entdo uma lesao caracteristica da LC (Reithinger et al 2007).
As lesbes sdo geralmente Unicas ou em pequeno ndmero e podem ser curadas
espontaneamente num periodo de meses ou anos (Costa et al 1987) ou apos a
intervencéo terapéutica especifica (Oliveira-Neto et al 1998). Ao regredirem, as feridas
deixam cicatrizes em geral lisas, brilhantes, finas e sedosas, com dimensdes que se
mantém nos limites da ulcera, hipopigmentadas, mas podendo assumir o colorido
natural da pele. No entanto, a ocorréncia de traumatismo pode facilitar o surgimento de
lesdo leishmanidtica, levando a reativacdo da infeccdo na borda da cicatriz,
provavelmente relacionada a manutengéo do parasito nestes locais (Schubach et al 1998,
revisto por Da-Cruz & Pirmez, 2005).

Cerca de 3 a 5% de pacientes LC causados por L. braziliensis desenvolvem a
forma mucosa (Marsden et al 1986), uma forma mais grave, caracterizada por lesoes
destrutivas na cavidade oral e nasofaringea. Além disso, esta doenca caracteriza-se por
apresentar uma reacdo de hipersensibilidade tardia (intraderrmorreacdo de Montenegro,
IDRM) fortemente positiva, e titulos elevados de anticorpos, porém com dificil
confirmagdo parasitolégica devido a escassez parasitaria. Em geral as lesdes de LM séo
mais resistentes ao tratamento, exigindo doses maiores de drogas e recidivando com
mais frequéncia que a forma cutanea (revisto por Da-Cruz & Pirmez, 2005).

Uma manifestacdo clinica que vem sendo distinguida da LM e da LC ¢é a
leishmaniose mucocutanea (LMC). Neste caso, 0 comprometimento da mucosa ocorre
logo ap6s o aparecimento das lesdes cutaneas, fazendo com que a doenca apresente uma
duracdo mais curta quando comparado com a LM. Além disso, enquanto que na LC €
mais freqliente o aparecimento de uma Ulcera Gnica, na LMC é mais comum o
aparecimento de mais de uma leséo cutanea (Oliveira-Neto et al 2000).

A LCD é uma apresentacéo clinica geralmente causada pela L. amazonensis no
Brasil (Grimaldi et al 1993). Esta manifestacdo rara representa uma forma anérgica da
LTA, cuja depressdo da resposta imune especifica a Leishmania leva a uma acentuada
proliferacdo de parasitos e consequente disseminagédo da infeccdo (Silveira et al 2009).

A LDiss é uma manifestacdo clinica distinta tanto da forma cléssica da LC,
como da LCD. Ela é caracterizada por apresentar lesdes pleomorficas multiplas,
papulares, nodulares e/ou acneiformes, com escassez ou auséncia de parasitos nos

tecidos afetados. A lesdo normalmente inicia-se com uma ou poucas papulas e
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rapidamente ha o aparecimento de diversas lesdes espalhadas por toda a superficie do
corpo (Turetz et al 2002).

15 Tratamento e cura clinica

Existem relatos de individuos que tém a capacidade de curar espontaneamente
as lesdes de LTA, podendo este evento levar meses até anos (Marsden et al 1984a).
Carvalho e colaboradores (1995) demonstraram que pacientes curados espontaneamente
encontrados em areas endémicas de infeccdo por L. braziliensis, exibem uma forte
resposta de linfécitos T especificos aos antigenos de Leishmania, sendo esta resposta
comparavel a desenvolvida pelos pacientes de LM. Este estudo, juntamente com os
achados de Marsden e colaboradores (1984) sugerem que pacientes que nao foram
tratados ou que tiveram falha terapéutica devido ao abandono ou tratamento irregular,
apresentam um risco maior de desenvolver a forma mucosa quando comparado com 0s
pacientes que curaram ap6s um tratamento adequado. Desse modo, o tratamento na
LTA é uma importante medida de controle para prevenir um posterior desenvolvimento
da forma mucosa e uma forma eficaz de curar as lesdes cutaneas em um curto periodo
de tempo.

O tratamento para a leishmaniose no Brasil é baseado primariamente na
administracdo do antimonial pentavalente N-metilglucamina (Glucantime — Rhodia, SP,
Brasil) via intramuscular ou intravenosa. O esquema terapéutico recomendado pela
OMS corresponde a administracdo de 10-20mg/kg/dia durante 20 dias (no caso da LC) e
20mg/kg/dia durante o periodo de 30 dias (no caso da LM). Caso haja necessidade, essa
série pode ser repetida novamente. Se mesmo assim ndo houver uma resposta
satisfatoria ao final do tratamento, esta serie pode ser repetida novamente ou
alternativamente utilizar-se uma droga de segunda escolha como a anfotericina B
(SVS/MS, 2008).

Os antimoniais pentavalentes sdo considerados drogas leishmanicidas, pela sua
capacidade de interferir na bioenergética das formas amastigotas de Leishmania. Apesar
de ndo se saber ao certo o mecanismo de acdo dessas drogas na leishmaniose, acredita-
se que este possa estar envolvido com a inibicao da sintese de ATP (Berman et al 1988).

O tratamento com antimonial apesar de ter se mostrado eficaz, apresenta
diversas desvantagens. A necessidade de vérias aplicagdes por um longo periodo de

tempo leva muitas vezes ao abandono do tratamento pelo paciente. Além disso, o
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antimonial apresenta um alto custo e uma alta toxicidade levando a varios efeitos
adversos j& conhecidos como: artralgia, ndusea, alteracdes renais e cardiacas, dentre
outros (SVS/MS, 2006).

A resposta ao tratamento com drogas antimoniais varia consideravelmente
dependendo da cepa de parasito envolvida, do “status” imune do pacientes e da forma
clinica ou estagio da doenga (Grogl et al 1992). O tratamento é geralmente eficaz nos
pacientes LC e nos pacientes de leishmaniose visceral (LV), entretanto pacientes com
LM sdo menos responsivos a terapia (Marsden et al 1986). Além disso, LCD é uma das
manifestacdes clinicas que apresenta a maior dificuldade em evoluir para a cura, devido
a anergia da resposta imune desenvolvida por esses pacientes (Convit et al 1965, Costa
et al 1992).

Sendo assim, a quimioterapia associada com a resisténcia a drogas e a toxicidade
enfatiza a necessidade de desenvolver uma vacina contra a leishmaniose, a qual
promova uma resposta imune modulada, capaz de prevenir a infeccdo (Coler et al
2005).

O critério de cura é clinico. Na forma cutanea, o paciente é considerado curado
guando ocorre a re-epitelizacdo das lesdes ulceradas ou ndo-ulceradas e regresséao total
da infiltracdo e eritema até trés meses apds a conclusdo do esquema terapéutico. Na
forma mucosa é definido pela regressédo de todos os sinais, e comprovado pelo exame
otorrinolaringoldgico, até seis meses apds a conclusdo do esquema terapéutico (Mattos,
2006).

Recomenda-se acompanhamento mensal por trés meses consecutivos apos a cura
clinica, seguido do acompanhamento pelo menos uma vez ao ano durante o periodo de
cinco anos, pois este parece ser o periodo em que ocorre 0 maior nimero de casos de
reativacdo da doenca (SVS/MS, 2007).

1.6 Desenvolvimento e estabilidade do perfil de resposta imune

Diversos fatores contribuem para a polarizagéo do perfil de resposta imune de
celulas T ativadas, incluindo a natureza e a dose do antigeno, o tipo de célula
apresentadora de antigeno (APC), a participacdo de moléculas co-estimulatorias, a
estrutura da cromatina e principalmente as citocinas presentes no ambiente local da

célula no momento da interagdo (Murphy et al 2000, Chakir et al 2003, revisto por
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Agnelo et al 2003). Esses diversos fatores desencadeiam sinaliza¢6es intracelulares que
culminam em ativagdo ou supressdo de genes responsaveis pela determinacéao do tipo de
resposta imune.

As células T CD4" virgens podem-se diferenciar funcionalmente em pelo menos
quatro grupos principais de células efetoras: células T auxiliares do tipo 1 (Th1), do tipo
2 (Th2), células T reguladoras (Treg) e Th17, conforme definido principalmente pelos
seus padrdes de producdo de citocinas e expressdo de fatores transcricionais (revisto por
Iwakura et al 2006) (Figura 2).

STAT1 T-bet
STAT4
Th1 IFN-y

ROR~yt

IL-23, TGF-B1, IL-6 Th17
IL-17
I-70
/TG,
VA Treg
<
IL-10
TGF-p1
Th2
GATA-3
IL4
IL-5
IL-13

Figura 2 — Representacdo esquematica da diferenciacdo de células T CD4 virgem nos
fendtipos Thl, Th2, Th7 e Treg. Fonte: Iwakura & Ishigame, 2006

As células tipo 1 sdo caracterizadas por produzirem citocinas como interferon
(IFN)-y e promoverem a imunidade celular, que é fundamental para o controle de
patdgenos intracelulares como Leishmania sp e Mycobacterium tuberculosis. O IFN-y
ativa macrofagos, acentuando a sua habilidade de fagocitose e de destruicdo de
microrganismos. Além disso, citocinas do tipo 1 sdo observadas em casos de inflamacao

cronica e certas doengas auto-imunes. Por outro lado, células efetoras Th2 produzem
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interleucinas (IL)-4, IL-5 e IL-13 e promovem a imunidade humoral, reacdes alérgicas a
antigenos presentes no ambiente e resisténcia a infec¢bes por helmintos (revisto por
Agnelo et al 2003, Sallusto et al 2009).

Em suma, uma célula T CD4" virgem € ativada através da apresentacdo de
antigenos por uma APC. Uma vez ativada, as células comecam a proliferar e a secretar
IL-2, e passam a expressar o receptor de IL-12 (IL-12R) na sua superficie. O IL-12R é
formado por duas subunidades, 1 e B2 (Chua et al 1995, Presky et al 1996, Lyakh et al
2008), sendo a subunidade 1 capaz de se associar a Janus kinase (Jak) Tyk2 e se ligar a
IL-12p40, e a subunidade B2 capaz de se associar a Jak2 e se ligar tanto ao
heterodimero como a subunidade p35. A sinalizacdo através do IL-12R induz
fosforilagéo, dimerizacdo e translocagdo nuclear de diversos transdutores de sinais e
ativadores de transcricdo (STAT), entretanto a resposta bioldgica tem sido atribuida a
capacidade da subunidade 2 de transduzir o sinal, através de residuos de tirosina na sua
porcdo intracelular que sdo capazes de se ligar ao sinal transdutor e ativador de
transcricdo 4 (STAT-4) (Szabo et al 1997, revisto por Agnelo et al 2003). O STAT-4
atua diretamente na regido promotora do gene do IFNG, e esta citocina uma vez
produzida, induz a transcrigdo do fator transcricional “T-box” (TBX21 também
denominado T-bet) que promove a expressdo na superficie da célula de IL-12Rp2 e a
producdo de IFN-y pelas células T CD4", estabelecendo a base para um “feedback”
positivo (revisto por Agnelo et al 2003).

Apesar de T-bet regular diretamente a expressao de IFNG em linfécitos CD4+,
esta citocina também pode ser produzida por outros tipos de células como “natural
killer” (NK) e células T citotoxicas CD8 (Szabo et al 2000). Entretanto, Szabo e
colaboradores (2002) demonstraram que este fator transcricional € necessario para o
controle da produgéo de IFN-y em células NK e CD4, mas ndo em CD8. Dessa forma, a
regulacdo de uma Unica citocina, é controlada por mecanismos transcricionais distintos
numa mesma linhagem de células. O fator transcricional T-bet € capaz ainda de suprimir
a producédo de IL-4 e IL-5 em células Th2 por um mecanismo de inibigdo da atividade
da proteina 3 ligadora de GATA (GATA-3), favorecendo entdo o desenvolvimento de
um fendtipo Thl e inibindo o desenvolvimento de um fendtipo Th2. Esta habilidade de
T-bet inibir a acdo de GATA-3 parece ser mais essencial na diferenciagdo de células do
tipo 1, do que na capacidade de T-bet diretamente afetar a transcricdo de IFNG, pois
células deficientes de T-bet mantém a sua acessibilidade a regido promotora do gene do



IFNG, indicando que outras vias podem estar participando na expressdo desta citocina
(Szabo et al 2000, Usui et al 2006).

Por outro lado, a diferenciacdo das células T para o perfil Th2 é dependente de
IL-4, que uma vez secretado no ambiente, se liga ao seu receptor (IL-4R) e ativa outro
membro da familia STAT, o STAT6. Uma vez ativado, STATG6 é capaz de se translocar
para o nucleo, e induzir a expressao de genes especificos para o perfil Th2, como o de
GATA-3 (Murphy et al 2002, Zhou et al 2003).

O GATA-3 é um importante fator transcricional requerido para a diferenciacéo e
manutencdo do fenotipo Th2 (Zheng et al 1997, Zhu et al 2006). Sua atividade esta
diretamente associada com a transativacdo da regido promotora do gene que codifica
para IL5; além da capacidade de acentuar a expressao genes de 1L4 e IL13 (Pai et al
2003). Além de coordenar a regulacdo do locus IL-4/IL-5/IL-13, GATA-3 pode
controlar ainda a producdo de IL-10 através da mudanca na estrutura da cromatina,
mesmo na auséncia de IL-4 (Shoemaker et al 2006). Sendo assim, GATA-3 ndo ¢
importante apenas para a inducdo de genes de citocinas Th2, mas também para a
supressdo do desenvolvimento do perfil Thl, através de mecanismos que parecem ser
independentes de IL-4 (Ouyang et al 1998).

Além de células de perfil tipo 1 e tipo 2, subpopulagbes de linfocitos T
reguladores (Treg) tem surgido como um novo grupo de linfécitos CD4+CD25+ que
apresentam um papel fundamental na preservacdo da homeostase do hospedeiro. Essas
células constituem 5 - 10% de linfocitos T CD4+ em humanos e roedores e séo
fenotipicamente definidas pela expressdo constitutiva da cadeia o do receptor da IL-2
(CD25). Além do CD25, as Treg podem ser marcadas pela expressdo de antigeno 4 de
linfocito T citotdxico (CTLA-4), receptor de TNF induzido por glicocorticéide (GITR),
CD103 e “CD45RB' (Mchugh et al 2002). Adicionalmente a essas moléculas, o fator
transcricional Foxp3 tem surgido como um novo marcador molecular, essencial para o
desenvolvimento e funcdo das células T reguladoras. Este fator & especificamente
expresso em células Treg, e ao contrario dos outras moléculas como CD25 e CTLA-4,
néo é regulado por outras populacdes de células durante a ativagdo das mesmas (Belkaid
et al, 2003, Bluestone et al 2003).

Existem dois grupos de Treg, que diferem em relacdo a especificidade e ao
mecanismo efetor: células Treg naturais (nTreg) ou também denominadas derivadas do
timo e células Treg induzidas por antigeno (iTreg) ou Treg adaptativa (Bluestone et al
2003, Damoiseaux et al 2006).
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As Treg naturais sdo desenvolvidas durante o processo timico de maturacédo de
células T, resultando numa populacdo capaz de reconhecer antigenos proprios e
suprimir o efeito deletério de células T auto-reativas, mantendo a tolerancia ao proprio.
Seu principal mecanismo de acdo supressora parece ser independente de citocinas,
envolvendo diretamente uma via dependente de contato com células T respondedoras ou
APC (revisto por Bluestone et al 2003, Wing K et al 2010).

J& as iTreg sdo caracterizadas por se desenvolverem a partir de uma célula T
virgem durante a resposta imune, sob condicdes particulares de exposi¢cdo ao antigeno
ou co-estimulacdo. Deve-se destacar que dentro deste grupo podemos encontrar ainda
ceélulas Trl e Th3 que sdo marcadas pela alta producéo das citocinas 1L-10 e TGF-B
respectivamente (Belkaid, 2003, Bluestone et al 2003).

De fato, a redescoberta das células T supressoras tem modificado o conceito de
homeostase na imunologia. Enquanto a patologia de muitas doencas ainda pode ser
explicada pelo paradigma Thl/Th2, a regulacdo de ambos os perfis parece estar
diretamente envolvido com a combinacdo entre nTreg e iTreg, circunstancia capaz de
manter um controle entre a resposta Thl e Th2 (Damoiseaux et al 2006).

Estudos recentes tém demonstrado a existéncia de uma nova populacdo de
células T, produtoras de IL-17 (Thl7) com funcdes efetoras distintas daquelas
identificadas em células Th1l e Th2 (Castellino et al 2006, Bi et al 2006).

Os linfécitos TCD4+ virgens em presenca de TGF-f, IL-1p e IL-6 induzem a
diferenciacdo das células para o perfil Thl7. Além destes dois mediadores
mencionados, a 1L-23 surge como uma nova citocina da familia da IL-12 capaz de
expandir e manter este fendtipo linfocitario (Awasthi et al 2009). A IL-17 pertence a
uma familia que contém seis membros (IL-17A-F) e cinco receptores (IL-17RA-RAD)
(Li et al 2000). De todos os membros, a melhor caracterizada é a IL-17A, a qual é
secretada por células TCD4, Th1l7. Apesar de ser produzida durante a resposta imune
adaptativa, a IL-17 também pode funcionar como molécula efetora da imunidade inata,
assim como IL-13 e TNF-a.. Dessa forma, esta citocina € capaz de fazer com que a
imunidade adaptativa se comunique com a imunidade inata, promovendo a inflamagao
(Harrington et al 2006).

Os subconjuntos de linfdcitos T e padrdes especificos de citocinas séo definidos
por fatores transcricionais especificos a linhagem. A diferenciagdo para o perfil Thl
requer STAT-4, STAT-1 e T-bet. Do mesmo modo, STAT-6 e GATA-3 sdo importantes
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para a diferenciacéo para o perfil Th2. A Th17 foi identificada inicialmente por ser uma
linhagem independente dos fatores transcricionais encontrados em células Thl e Th2.
As citocinas como IL-6, IL-21 e IL-23 sdo mediadores fundamentais para o
desenvolvimento do perfil Th17 e s@o capazes de induzirem a fosforilagdo de STAT-3,
acao que potencializa a geracdo desta célula, através da regulacdo do receptor da IL-23
(IL-23R) e da expressdo de IL-21. Além de STAT-3, o RORyt tem surgido como um
novo fator transcricional essencial para o desenvolvimento e polarizagdo das células
Th17 (lvanov et al 2006, Awasthi et al 2009).

1.7 Resposta imune na Leishmaniose Tegumentar Americana

A ativacdo de uma resposta imune efetora desenvolvida pelos pacientes
acometidos pela LTA é caracterizada pela capacidade de desencadear uma reacdo de
hipersensibilidade tardia e de induzir a expansdo de linfécitos T circulantes especificos
ao antigeno de Leishmania (Carvalho et al 1985, Convit et al 1993).

Em todas as formas clinicas da LTA, a ativacdo da resposta imune é dependente
de células T e de maneira geral, se aceita que a diferenca entre resisténcia e
susceptibilidade a infeccdo por Leishmania esteja relacionada ao balanco entre as
células Thl e Th2 (Pirmez et al 1993, Bacellar et al 2002). No entanto, acredita-se que
além da dicotomia Th1/Th2, mecanismos imunomodulatérios estejam presentes e sejam
importantes para a evolucao clinica dos pacientes.

Os pacientes de LC sdo caracterizados por apresentarem positividade no teste de
IDRM e em testes in vitro, como o0s ensaios de proliferacdo celular frente a antigenos de
Leishmania (Castés et al 1983). Entretanto, durante as fases iniciais da infecgdo por L.
braziliensis, ocorre uma depressao transitoria da resposta imune do tipo 1, caracterizada
pela auséncia da hipersensibilidade do tipo tardia, resposta linfoproliferativa (RPL) e
pela producdo de IFN-y (Rocha et al 1999).Com o aumento do tempo de evolucdo da
doenca, ocorre a modificacdo desse padrdo de resposta imune, levando ao predominio
de citocinas do tipo 1 e uma resposta especifica ao parasito bem modulada. Isso reflete a
tendéncia a cura espontanea e a boa resposta ao tratamento. Por isso, a LC €
considerada uma doenca de carater benigno que se resolve, na maior parte das vezes,

alguns meses, mesmo na auséncia de tratamento (revisto por Da-Cruz & Pirmez, 2005).

12



Na LCD observa-se uma anergia da resposta imune celular, o que leva a
auséncia de reatividade de células T aos antigenos de Leishmania, tanto in vivo (IDRM),
quanto in vitro (RPL). Além disso, a caréncia na producdo de IFN-y e o predominio de
uma resposta do tipo 2 resulta na deficiéncia na ativacdo de macrofagos, aumentando a
proliferacdo parasitaria, 0 numero de lesdes e favorecendo a disseminacdo da infeccao
(Coutinho et al 1987, Convit et al 1993).Apesar da auséncia de resposta imune celular,
0s niveis de anticorpos anti-Leishmania circulantes séo altos. O perfil de citocinas é
predominantemente do tipo 2, com elevada producgdo de IL-10 e baixos niveis de IFN-
y. A resposta insatisfatoria ao tratamento é associada provavelmente & auséncia de
resposta imune celular especifica nesses pacientes (Silveira et al 2009).

Na LM, a IDRM é fortemente positiva, com dareas de enduracdo cutdnea
significativamente superiores as encontradas em LC. Além disso, esta forma clinica é
caracterizada por uma intensa resposta linfoproliferativa, por uma elevada producéo de
IFN-y e TNF-a e pela reduzida secrecdo de IL-10, o que contribui para uma modulacéo
inadequada da resposta imune, favorecendo a exacerbacdo da doenca. (Bacellar et al
2002, Da-Cruz et al 2002, Carvalho et al 2007).

Citocinas como IFN-y e TNF-a s8o necessérias para a morte da leishmania;
porém, esses mediadores em niveis elevados podem gerar o recrutamento de células
inflamatorias no sitio infeccioso e levar a destrui¢do do tecido. Apesar de IFN-y e TNF-
o participarem de um importante mecanismo de defesa contra o parasito, diversos
estudos tém demonstrado que o controle da doenca e a cura ndo sdo seguidos de
esterilizacdo, persistindo assim um pequeno namero de parasitos no hospedeiro humano
no sitio primario da infec¢do e no linfonodo (Aebischer T e al 1994). Dessa forma, a
super producdo de citocinas inflamatdrias ndo necessariamente leva a destruicdo total do
parasito, e pode ser ainda muito prejudicial ao hospedeiro.

Além das citocinas citadas anteriormente, outra molécula que também tem sido
associada com o processo de inflamacéo € a IL-17. Bacellar e colaboradores (2009)
demonstraram que a producdo desta citocina por CMSP é acentuada durante o curso da
infeccdo por LC e LM, e que a IL-17 esta presente nas lesdes causadas por L.
braziliensis. Além disso, foi observada uma associacdo entre o nimero de células
expressando IL-17 e a intensidade do infiltrado inflamatorio, e uma correlacéo positiva

entre a IL-17 e TNF-a, sugerindo a participacdo desta molécula na patogénese da LTA.
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A exacerbacdo da resposta imune na LM pode ser explicada pela dificuldade
destes pacientes em produzir IL-10 (Ribeiro-de-Jesus et al 1998, Gomes-Silva et al
2007), apesar de Faria e colaboradores (2005) terem mostrado que o nimero de células
que expressam IL-10 in situ é semelhante entre os pacientes LC e LM. No entanto,
como o infiltrado inflamatdrio nas lesées de LM é maior, acredita-se que a percentagem
de células I1L-10 positivas seja menor nestes pacientes. O prejuizo na produc¢éo de IL-10
parece estar associado também a capacidade do IFN-y em regular a expressdo do
receptor de IL-10 (IL-10R) em linfécitos, e conseqiientemente inibir o efeito
modulatorio desta molécula (Faria et al 2005).

Juntamente com a IL-10, TGF-B é citado como uma citocina capaz de modular a
resposta imune na leishmaniose. Sua funcao reguladora foi demonstrada em pacientes
com LM, pois a auséncia desta citocina resultou no aumento dos niveis de IFN-y e TNF-
o (Bacellar et al 2002).

Além das citocinas, estudos tém demonstrado que a presenca de Treg pode
controlar um grande nimero de infec¢Bes, por modular a intensidade da resposta imune
efetora (Rouse et al 2004). No modelo murino de infec¢do por L. major, células Treg
favorecem a sobrevivéncia do parasito em camundongos geneticamente resistentes,
acumulando-se em sitios da infeccdo, e controlando a funcdo de células T efetoras
(Belkaid et al 2002). Na leishmaniose humana, Campanelli e colaboradores (2006)
mostraram que células Treg naturais podem ser encontradas nas lesfes de pacientes com
LC, suprimindo a resposta imune, favorecendo a persisténcia do parasito na lesdo
(imunidade concomitante) e contribuindo para o controle local da funcdo efetora de
células T.

Além da supressdo da proliferacdo e da inibicdo da secrecdo de citocinas, outro
mecanismo de acdo descrito para Treg € a inducdo da apoptose de células efetoras
(Yolcu et al 2008). Neste contexto, Carneiro e colaboradores (2009) demonstraram uma
associagao positiva entre moléculas relacionadas a apoptose, como caspase-3 e Fas
ligante (FasL), e Foxp3 nas lesdes de pacientes de LC e LM, sugerindo que a apoptose
pode ser um possivel mecanismo de acdo das Tregs nestas formas clinicas.

A LM ¢ a forma clinica mais susceptivel a reativa¢des, quando comparada com a
LC. Porém, ndo se sabe exatamente o que leva um paciente a ter episédios de reativacéo
no curso evolutivo da doenca. Tuon e colaboradores (2008), acompanhando pacientes

de LM mostraram que 0s pacientes que apresentaram um numero elevado de células
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TCDB8+ e NK, e um baixo numero de macréfagos no tecido, além de uma razéo elevada
de IFN-y/IL-10 apresentam maiores riscos de reativacdo da doenca. Por outro lado,
pacientes com uma modulagdo adequada da resposta imune no tecido, sdo capazes de
atingirem uma cura clinica mais estavel apds a terapia.

Durante a fase ativa da LC, a caracterizacdo do perfil fenotipico de linfocitos T
reativos a Leishmania demonstra que ha uma inducdo preferencial de células TCD4+.
Entretanto, ao final do tratamento, ha uma diminuicdo dessas células e um aumento das
celulas TCD8+, resultando num equilibrio entre essas duas subpopulagdes de linfocitos.
Dados semelhantes foram encontrados para 0s pacientes na fase ativa de LM, sendo que
0 equilibrio entre células TCD4/CD8 ndo foi observado apds o tratamento. Este fato
pode ser relacionado com a gravidade desta forma clinica, que necessita de periodos
longos para a resolucdo total da lesdo. De fato, a resolucdo da lesdo mucosa é
geralmente seis meses ap0s o0 tratamento, enquanto as lesdes de LC sdo freqlientemente
curadas mesmo antes do término da terapia.

Com o intuito de tentar compreender 0os mecanismos que sdo desenvolvidos em
individuos que sdo capazes de controlar a infeccdo através do desenvolvimento de uma
resposta imune apropriada, estudos tém buscado avaliar pacientes curados clinicamente
da LTA e individuos assintomaticos.

Ap0s a cura é observada uma reducgdo nos niveis de IL-4 e TNF-a nos pacientes
de LM (Da-Cruz et al 1996, Da-Cruz et al 2002), apesar dos niveis de IFN-y parecerem
ser mantidos (Da-Cruz et al 2002).

O bom prognostico observado nos pacientes curados de LC e assintomaticos
podem ser associados a niveis adequados de IL-10. Bittar e colaboradores (2007)
mostraram que apesar dos individuos assintomaticos apresentarem baixa producdo de
IFN-y, a producdo de IL-10 nestes individuos é bastante elevada, o que deve ter
contribuido para que ocorresse o controle da infeccdo sem o desenvolvimento da
doenca.

Outro pardmetro que pode ser utilizado para predizer a evolugdo clinica ou a
resposta ao tratamento é a razdo IFN-y/IL-10. Apés a cura da leishmaniose, a razdo
IFN-y/IL-10 € similar nos individuos assintomaticos, nos individuos que evoluiram para
a cura espontanea e nos individuos curados da leishmaniose cutanea. Contudo, 0s

pacientes curados da LM mantiveram uma razédo elevada, provavelmente devido a sua
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incapacidade de modular a reacdo inflamatdria exacerbada, acentuada por uma baixa
producdo de IL-10 (Gomes-Silva et al 2007).

Além da producdo de citocinas pela resposta imune do hospedeiro, o estudo de
polimorfismos pode contribuir para o entendimento de fatores que levam alguns
individuos a desenvolverem a doenca e outros se manterem naturalmente imunes a
infeccdo.

VariagGes genéticas como os polimorfismos de base Unica (SNPs) podem
ocorrer em genes para algumas citocinas incluindo o IFNG e o 1L10 que irdo determinar
uma maior ou menor transcricdo génica de acordo com o gendtipo apresentado pelo
individuo (Matos et al 2007, Salhi et al 2009). Experimentos avaliando o polimorfismo -
819C/T e -592A/C presentes na regido promotora do gene da IL10 em pacientes curados
de leishmaniose cutanea e individuos assintomaticos demonstraram que 0 genotipo
IL10-819C/C foi associado com altos niveis de producdo desta citocina, favorecendo a
regulacdo da mesma, a modificacdo do sitio de ligacdo de fatores nucleares e 0 aumento
do risco de adquirir uma leséo.

Sendo assim, a modulacéo da resposta imune parece ser um fator fundamental na
evolucdo dos pacientes de LTA para a cura clinica. No entanto, ainda ndo se sabe quais
sdo os principais fatores que fazem com que alguns individuos sejam capazes de
curarem espontaneamente e outros necessitem de uma intervencdo terapéutica para
alcancarem a cura; e como € o comportamento da resposta imune desses individuos
longo tempo pés-cura que possa fazer com que eles mantenham o controle do parasito

ou tenham algum episodio de reativacao.
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Justificativa

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca causada por
diferentes espécies do género Leishmania, constituindo-se um importante problema de
salde publica, devido a alta endemicidade e a morbidade.

Em todas as formas clinicas da LTA, a ativacdo da resposta imune é dependente
de células T e de maneira geral, se aceita que a diferenca entre resisténcia e
susceptibilidade a infeccdo por Leishmania esteja relacionada ao balanco entre as
células Thl e Th2 (Pirmez et al 1993, Bacellar et al 2002). No entanto, acredita-se que
além da dicotomia Th1/Th2, mecanismos imunomodulatérios estejam presentes e sejam
importantes para a evolucao clinica dos pacientes.

Sabe-se que a interacdo peptideo-MHC induz uma cascata de sinalizagdo
intracelular que pode culminar na ativagdo de fatores transcricionais. Estes fatores
regulam a expressdo de genes relacionados a producdo de moléculas envolvidas na
resposta imune, como as citocinas. Os fatores transcricionais T-bet, GATA-3 e Foxp3
tém sido implicados na inducdo respectivamente de citocinas do tipo 1, tipo 2 e
reguladoras. Entretanto, pouco se sabe sobre o papel destes fatores na imunopatogénese
e no controle da infecgcdo por Leishmania, sobretudo em humanos.

O estudo de fatores transcricionais e citocinas associadas a um perfil
pré/antiinflamatério e regulador poderdo contribuir para a identificacdo de parametros
que estejam associados a manutencdo da cura clinica e ao controle da infeccdo na LTA.
Além disso, este estudo podera trazer novas informacdes para o desenvolvimento de

vacinas e de resposta a terapéutica na LTA.
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Objetivo geral

O objetivo do projeto € avaliar se 0s niveis de expressdo génica de citocinas e
fatores transcricionais envolvidos na patogénese e controle da leishmaniose tegumentar

americana apresentam modificagcdes durante os diferentes periodos de cura clinica.

Obijetivos especificos

A) Avaliar em pacientes de leishmaniose cutanea curados clinicamente se a inducao
dos genes TBET e GATAS frente a antigenos de Leishmania esta associada a
expressao de citocinas ao perfil tipo 1 (IFNG, IL12A, 1L18) e tipo 2 (IL4 e IL5),
respectivamente.

B) Determinar se fator transcricional FOXP3 esté associado a expressao do gene de
IL10, ambos envolvidos com a resposta regulatoria na cura LTA, em pacientes
curados.

C) Identificar se a expressao de fatores transcricionais e citocinas em casos de
leishmaniose cutanea que evoluiram para a cura espontanea difere daqueles que
curaram através da intervencao terapéutica.

D) Analisar se o tempo de cura influencia na expressao de fatores transcricionais e

citocinas associados ao perfil de resposta imune tipo 1, tipo 2 e regulador.
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2. Material e Métodos

2.1 Estratégia e desenho experimental

Para identificar alteracdes na expressdo de genes associados com resposta
imune, foram realizados ensaios in vitro com células mononucleares do sangue
periférico (CMSP) estimuladas com antigenos de L. braziliensis (Ag-Lb) de amostras de
pacientes em diferentes periodos pos-cura clinica e de individuos sadios. Apos o
cultivo, foram extraidos os RNAs das amostras para avaliacdo da expressdo génica de
citocinas e fatores transcricionais através da técnica de PCR em tempo real. Os
sobrenadantes provenientes das culturas foram estocados para posterior analise da

producéo de citocinas.

O desenho experimental pode ser observado no esquema abaixo:

Pacientes curados de LC com acompanhamento clinico apés a cura

|

Avaliacdo clinica
]

.

Coleta de sangue

z \

Separacéo das celulas mononucleares Plasma
do sangue periférico (CMSP)

Estoque

Cultivo in vitro com

antigenos de Leishmania \

Analise da expressdo génica Avaliagéo da producéo
de citocinas
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2.2 Casuistica

Foram estudados pacientes curados de LTA em acompanhamento
ambulatorial na unidade de saude Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas/FIOCRUZ.

Os individuos que concordaram em participar deste projeto assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido, redigido de acordo com as normas da
Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude, MS. Os pacientes foram
divididos nos seguintes grupos:

(D) Individuos com historia de tratamento para leishmaniose cutanea e

considerados clinicamente curados ha menos de dois anos (LCC<2a; n=11);

(I) Individuos com histéria de tratamento para leishmaniose cutinea e

considerados clinicamente curados ha mais de 02 anos (LCC>2a; n=10);
(1) Individuos que curaram espontaneamente (CE; n=5);

(1V) Individuos sadios (IS; n=08).

Os prontuarios dos pacientes foram analisados quanto a informacdes
epidemioldgicas (procedéncia e dados demogréaficos) e clinicas (tempo de evolucéo,
tempo de cura, dados diagndsticos de leishmaniose, resposta ao tratamento,
reativacéo e re-infeccdo) dos participantes da pesquisa.

O tratamento foi considerado insatisfatdério quando somente com o uso do
glucantime, houve auséncia de cicatrizacdo completa, sendo entdo necessaria a
utilizacdo de outro esquema terapéutico adicional ou a repeticdo de mais um ciclo do
glucantime. O tempo de cura foi calculado como o intervalo de tempo existente entre a
data do término do tratamento e a data da avaliag&o atual.

Os individuos deste estudo foram acompanhados clinicamente desde a doenca
ativa, até ap6s o término do tratamento e a cada 12 meses (durante cinco anos), ou
quando ocorrerem intercorréncias clinicas. Ja os voluntarios sadios foram avaliados
através da resposta proliferativa de linfécitos (RPL) frente a antigeno de L. braziliensis,
onde aqueles que apresentaram um indice de estimulag&o igual ou superior a 2,5 foram
eliminados do estudo. O desenho experimental de estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP)-FIOCRUZ protocolo 206/03 e esta associado ao projeto

“Caracterizacdo de linfocitos T reativos a Leishmania associados a protecdo e a resposta
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imune duradoura na leishmaniose tegumentar americana” aprovado pelo CEP-IPEC

protocolo 069/2008.

2.3 Obtencdo de material bioldgico para os ensaios laboratoriais

No momento de admissdo do protocolo foi coletado de cada individuo um
volume méaximo de 30 mL de sangue periférico em tubos com heparina. O plasma
proveniente desta coleta foi aliquotado e estocado a -20°C para a realizacdo da
deteccdo de citocinas. Do sangue heparinizado foram obtidas células mononucleares
do sangue periférico (CMSP) utilizadas para ensaios in vitro de quantificagdo da
transcrigdo génica para citocinas e fatores transcricionais por PCR em tempo real. Os
sobrenadantes de cultura foram estocados para serem analisados posteriormente por

ensaios de Luminex.

2.4 Obtencdo de células mononucleares do sangue periférico (CMSP)

O sangue heparinizado foi diluido na propor¢do 1:1 com RPMI 1640
suplementado com 2-mercaptoetanol (10mM), L-glutamina (1,5mM), antibidtico
(200 Ul de penicilina e 200pug/mL de estreptomicina), ambos adquiridos da Sigma
(Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA). As CMSP foram obtidas por
intermédio do gradiente Ficoll-Hypaque (Histopaque - 1119, Sigma, EUA) na
proporcéo 1:2 a 1000 g por 20 min (Thermo Fischer Scientific Inc., Massachusetts,
EUA). Ao final da centrifugacdo, o tubo apresentou um anel de CMSP que foi
coletado por intermédio de uma pipeta Pasteur (Chase Instruments Corp, Tennessee,
EUA). Em seguida, as CMSP foram lavadas com meio RPMI trés vezes por
centrifugagdo a 670 g, 10 min & 4°C. A quantidade de células viaveis foi determinada
através da contagem utilizando o Azul de Tripan (Sigma, EUA) em cémara de
Neubauer em aumento de 40x em microscopio optico (Carl Zeiss Microlmaging Inc.,
Thornwood, NY, EUA) e essas foram ajustadas para a concentracdo de 3 x 10°
células por mL em meio RPMI (Sigma, EUA) suplementado e acrescido de 10% soro

humano inativado do tipo AB (Sigma, EUA). O plasma obtido foi estocado a -20°C.
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2.5 Preparacdo de antigenos de promastigotas de Leishmania braziliensis para os

ensaios de avaliacdo de resposta imune.

Para a obtencdo do antigeno a ser utilizado nos experimentos de cultivo in
vitro foram utilizadas formas promastigotas da cepa de referéncia de L. braziliensis
(Ag-Lb) (MHOM/BR/75/M2903). As leishmanias foram expandidas em frascos de
poliestireno de 25cm?® contendo meio de cultura Schneider (pH 7,2, “Schneider’s
insect medium”, Sigma, EUA) suplementado com 1,5 mM de L-glutamina (Sigma),
10 mM de HEPES (Sigma), antibidticos (200 Ul de penicilina e 200ug/mL de
estreptomicina) e 10% de soro fetal bovino (Sigma, EUA).

Primeiramente foi verificado o tempo ideal de cultivo para a preparacdo do
antigeno (fase estacionaria) por intermédio da curva de crescimento da Leishmania.
Apds cinco dias, a cultura foi centrifugada a 1900 g, 4°C, 15 min, e o precipitado foi
lavado com solucdo salina fosfatada (PBS, pH 7,2). Novamente a cultura foi
centrifugada a 1900 g, 4°C por 15 min, o sobrenadante foi desprezado e o pellet foi
ressuspenso em PBS para a contagem do nimero de leishmanias. Essa contagem foi
realizada a fim de que pudéssemos relacionar o nimero de promastigotas com a
concentracdo de proteinas. A seguir, a suspensdo foi submetida a 10 ciclos de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento a 37°C em banho maria, a
fim de se obter o antigeno particulado. A lise completa foi confirmada pela auséncia
de parasitos integros na visualizagdo no microscopio Optico. A dosagem de proteina
dos antigenos parasitarios foi realizada pelo Método de Lowry e a concentracdo
protéica foi ajustada para Img/mL (equivalente a 10® promastigotas/ml em PBS). O
antigeno, assim preparado, foi aliquotado e conservado a -70°C até 0 momento de

uso.

2.6 Ensaio de resposta proliferativa de linfocitos (RPL) a partir de células

mononucleares do sangue periférico (CMSP).

As culturas celulares (3x10° células/poco) foram cultivadas em placa de 96
pocos (Corning Incorporated, NY, EUA-fundo U) em triplicata nas seguintes
condic@es: células sem estimulo (controle), células estimuladas com Concanavalina-

A (1pg/poco), células com antigeno total de L. braziliensis (10ug/poco). O volume
final do poco foi ajustado para 200pl, com meio RPMI 1640 (Sigma, EUA) completo
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acrescido de 10% de soro AB humano inativado (Sigma, EUA). Em seguida, essas
placas foram incubadas por cinco dias em uma estufa de CO, a 5%, 37°C (General
Eletric, GE, Sdo Paulo, Brasil). Dezesseis horas antes do término do periodo de
incubacdo, foi adicionado 1uCi de timidina tritiada por poco (Amersham
International, Amersham, Reino Unido), a fim de que esta se incorporasse no DNA
das células e a resposta celular proliferativa frente ao antigeno e ao mitdgeno pudesse
ser quantificada. As células foram entfo recolhidas em papel de filtro (Titertek™,
Flow Laboratories, Rockville, Md, EUA), utilizando um multicoletor de células (Cell
Harvester, Skatron Instruments AS, Flow Laboratories, Rockville, Md, EUA). A
intensidade de incorporagéo da timidina foi medida em um contador de emisséo beta
(TRI-CARB® Liquid Scintilator Analyser, Packard Instrument Company, Downers
Grove, IL, EUA). Os resultados da proliferacdo celular foram expressos por
contagem por minuto (cpm) e indice de estimulacdo (IE; média dos pogos com
estimulo sobre média dos pogos sem estimulo), no qual foram considerados positivos

os indices de estimulacdo igual ou superior a 2,5.

2.7 Quantificacdo de copias de RNA mensageiro para citocinas e fatores de

transcricdo por PCR em tempo real

2.7.1 Extracdo do RNA de células mantidas em cultivo in vitro.

Apbs o ajuste das células para a concentracdo de 3 x 10° por mL, as mesmas
foram cultivadas em placa de 24 pocos (BD - Becton Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, USA) e incubadas em estufa com 5% de CO,, 37°C (General Eletric, GE,
Séo Paulo, Brasil). As culturas foram realizadas nas seguintes condicdes de estimulo:
celulas sem estimulo (controle) e células estimuladas com L. braziliensis (50ul/poco).
Apbs o periodo estabelecido, as celulas foram coletadas dos pogos em tubos Eppendorf
livre de RNase (Axygen Scientific, California, EUA), e foram centrifugadas a 670 g, 07
min, 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi coletado para posterior anélise de producgéo de
citocinas e armazenado a -20°C. As células foram ressuspensas em RNA later (Qiagen,
Duesseldorf, Alemanha), e armazenadas a -70°C até 0 momento do processamento.

Com o objetivo de definir o periodo adequado para a avaliacdo dos genes de
interesse, foi realizado um ensaio de cinética, onde as células foram colocadas na

presenca ou auséncia do Ag-Lb em diferentes tempos de cultura: 12, 24, 48 e 72 horas.
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Neste ensaio foi observado que a partir do periodo de 24 horas, a maioria das citocinas e
fatores transcricionais avaliados passaram a apresentar um padrdo mais estavel nas suas
expressoes. Visto a quantidade de citocinas e fatores transcricionais analisados de uma
unica vez pelo sistema escolhido, e que 0 nosso grupo ja apresentava material estocado
com este tempo de cultivo, o periodo estabelecido para avaliacdo da expressdo génica
foi de 72 horas.

O RNA total foi extraido através do RNeasy Mini Kit (Qiagen, Duesseldorf,
Germany). Inicialmente foram adicionados as amostras 350 pL de tampdo de lise
(fornecido pelo kit), e estas foram homogeneizadas por 40 segundos em um agitador em
vortice. Em seguida, as mesmas foram centrifugadas por 03 minutos a 14.000 X g, e 0
sobrenadante (lisado) resultante desta centrifugacao foi removido e transferido para um
novo tubo (fornecido pelo kit). Foram adicionados entdo 600 pL de etanol 70% sobre o
lisado. Posteriormente, a amostra foi transferida para a coluna RNeasy spin (fornecida
pelo kit), para entdo ser centrifugada por 15 segundos a 14.000 x g. Para eliminar a
contaminacdo do DNA gendmico, a coluna foi tratada com enzima DNAse
(20U/DNAse) (Promega Corporation, Wisconsin, EUA) e mantida a temperatura
ambiente por 10 minutos. Em seguida, foi aplicado 350 pL de tampao de lavagem W1
(fornecido pelo kit) sobre a coluna. Esta foi centrifugada por 15 segundos a 14.000 x g.
Foi adicionado entdo 500 pL de tampdo RPE (fornecido pelo kit) sobre a coluna. A
mesma foi centrifugada por 15 segundos a 14.000 x g, e este procedimento foi repetido
por duas vezes. O tubo coletor foi descartado e a membrana foi acoplada a um tubo tipo
Eppendorf RNAse free (Axygen Biosciences, CA, EUA) e entdo centrifugada por 03
minutos a 14.000 x g para secagem do filtro. A seguir, foi adicionado 40 pul de agua
livre de RNAse pré-aquecida a 65°C sobre a coluna e ap6s trés minutos, o tubo foi
centrifugado a 14.000 x g a fim de que RNA fosse eluido.

Apobs o procedimento descrito acima, o0 RNA foi quantificado pelo Nanodrop
(ND 1000 Uniscience, Sdo Paulo, Brasil) e as amostras foram normalizadas com o
intuito de apresentarem ao final uma concentracdo de 10 nanogramas (ng). Um gel de
agarose 1,2% foi confeccionado para avaliar a integridade do RNA tendo como alvo as
subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal (RNAr). Devido a quantidade escassa de
RNA obtida pelo método, o gel foi realizado com quatro amostras teste selecionadas

aleatoriamente entre os quatro grupos avaliados.
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2.7.2 Sintese de cDNA a partir do RNA extraido das células mantidas em cultivo in

vitro.

Apos a comprovacdo da integridade do RNA extraido, foi realizado a sintese do
cDNA pela transcriptase reversa (RT-PCR, do inglés reserve transcriptase), onde 02 uL
de iniciadores randémicos foram adicionados & amostra. Esta foi entdo aquecida a 70°C
por 10 minutos e entdo resfriada imediatamente para que ocorresse o anelamento e
evitar a re-conformacdo do RNA em estruturas secundarias. Apos o resfriamento, foi
adicionado a amostra 04uL de tampédo cinco vezes concentrado, 02uL de 0,AM DTT,
01pL de 10mM dNTP e 01pL da enzima RT. A amostra foi entdo incubada por 01 hora
e 30 minutos a 44°C, e posteriormente foi estocada a -20°C. Para este procedimento

foram utilizados reagentes da Invitrogen (Invitrogen Corporation, California, EUA).

2.7.3 Definicdo das sequéncias iniciadoras da amplificacdo dos genes de citocinas e

fatores transcricionais de interesse.

A avaliacdo do perfil de citocinas foi realizado com base na expressdo génica das
citocinas IFN-y, IL-10, IL-12A, IL-4, IL-5, IL-18, dos fatores transcricionais T-bet,
GATA-3, FOXP3 e dos genes constitutivos gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), fator 1 alfa do elongamento eucariético (EEF1A1), Ubiquitina (UBIQUITIN)
e Ciclofilina A (PP1Al). As analises foram realizadas no sistema de deteccdo de
sequéncias ABI Prism 7000 (Applied Biosystems, Foster, CA, EUA). A metodologia
escolhida para avaliacdo destas citocinas foi o PCR em tempo real (Sistema Tagman —
Applied Biosystems, Foster, CA, EUA)

Apbs a sintese do cDNA, a quantificacdo das sequiéncias foi realizada utilizando-

se 0s seguintes iniciadores:
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Quadro 1 : Descricio e identificagdo das seqiiéncias dos iniciadores e das sondas dos genes alvos.

CITOCINAS E FATORES TRANSCRICIONAIS ALVOS

Senso: 5" -CCAACGCAAAGCAATACATGA - 3°
IENG | Anti-senso: 5 -TTTTCGCTTCCCTGTTTTAGCT —3°
Sonda: 5'FAM-TCCAAGTGATGGCTGAACTGTCGCC-BHQ

Senso: 5° -TGAGAACAGCTGCACCCACTT -3’
IL10 Anti-senso: 5° — GCTGAAGGCATCTCGGAGAT -3°
Sonda: 5’"FAM- CAGGCAACCTGCCTAACATGCTTCG-BHQ

Senso: 5> - TCCTCCTGGACCACCTCAGT -3’
IL12A Anti-senso: 5> — GAACATTCCTGGGTCTGGAGTG -3’
Sonda: 5’ FAM- TGGCCAGAAACCTCCCCGTGG -BHQ

Senso : 5° - GCTTCCCCCTCTGTTCTTCCT —-3°
IL4 Anti-senso: 5° — GCTCTGTGAGGCTGTTCAAAGTT -3’
Sonda: 5’FAM-TCCACGGACACAAGTGCGATATCACC-BHQ

Senso: 5° — AGCTGCCTACGTGTATGCCA -3’
IL5 Anti-senso: 5° — GTGCCAAGGTCTCTTTCACCA -3’
Sonda: 5’FAM- CCCCACAGAAATTCCCACAAGTGCA-BHQ

Senso: 5° — GCTGAGGCAGGAGAATCACTTG -3’
IL18 Anti-senso: 5° — GAGCGCAATGGTGCAATCT -3’
Sonda: 5’"FAM- TCCGGAGGTAGAGGTTGTGGTGAGCC -BHQ

Senso: 5° - CAACACGCATATCTTTACTTTCCAA — 3’
TBET | Anti-senso: 5 - AGCTGAGTAATCTCGGCATTCTG -3’
Sonda: 5’FAM-CCCAGTTCATTGCCGTGACTGCC-BHQ

Senso: 5 — AGCCTGTCCTTTGGACCACA — 3’
GATA3 | Anti-senso: 5’ — CATCGAGCAGGGCTCTAACC — 3’
Sonda: 5’FAM-CACCCCTCCAGCATGGTCACCG-BHQ

Senso: 5 — TGCCAGGCGGACCATCT -3’
FOXP3 Anti-senso: 5> — GCTGCTCCAGAGACTGTACCATCT -3’
Sonda: 5’ FAM-CTGGATGAGAAGGGCAGGGCACA-BHQ

GENES CONSTITUTIVOS

Senso: 5° — AGAAAAACCTGCCAAATATGATGAC - 3°
GAPDH(2) | Anti-senso: 5’ - GCCCAGGATGCCCTTGA - 3’
Sonda: 5"FAM- AAGGTGGTGAAGCAGGCGTCGGA -BHQ

Senso: 5° — CCTTGGTTCAAGGGATGGAA -3’
EEF1A1 Anti-senso: 5> — GCCTCAAGCAGCGTGGTT -3’
Sonda: 5’ FAM- CACTGGCATTGCCATCCTTACGGG-BHQ

Senso: 5° — GGGCGGTTGGCTTTGTT — 3’
Ubiquitin | Anti-senso: 3" - TGCCAATCACCAACCACGT - 3’
Sonda: 5"FAM- TGAGCTTGTTTGTGTCCCTGTGGGTG -BHQ

Senso: 5 — ACGGGTCCTGGCATCTTGT -3’
PPIA Anti-senso: 5> — GCAGATGAAAAACTGGGAACCA -3’
Sonda: 5’FAM- ATGGCAAATGCTGGACCCAACACA -BHQ
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2.7.4 Amplificacao das sequéncias génica reconhecidas por PCR em tempo real

A reagdo de PCR em tempo real foi realizada em um sistema de placas de 96
pocos (Applied Biosystems, Foster, CA, EUA), onde cada po¢o continha iniciadores
Tagman e sondas liofilizadas para a deteccdo de um gene alvo nas concentracdes Otima
determinadas em estudos piloto. Estas placas foram elaboradas e gentilmente cedidas
pelo Dr. Silvio Favoreto Janior, do Laboratério de Allergy and Immunology,
Northwestern University, Chicago, IL. O PCR-TR foi realizado num volume méaximo de
25uL composto de 2X concentrado de Tagman Mater Mix (Applied Biosystems, Foster,
CA, EUA) e 5nM de cada iniciador senso e anti-senso e 300nM de cada sonda. O cDNA
foi amplificado em 50 ciclos com temperaturas de 50°C por 2 minutos para ativagao da
enzima (Amplitaq), 95°C por 10 minutos para a desnaturacdo inicial, 95°C por 15
segundos para desnaturacdo em cada ciclo da reacdo e 60°C por 01 minuto para
anelamento. Todos os iniciadores foram desenhados para apresentar a mesma
temperatura de anelamento e eficiéncia de reagdo. A eficiéncia de cada grupo de
iniciadores e sondas foi medida pelo método de slope em uma reacdo utilizando RNA
universal, como descrito em A-Z of Quantitative PCR, IUL Biotenchology Series,
Stephen A. Bustin. Todos os iniciadores utilizados nesse protocolo tém eficiéncia
comprovada entre 95 e 100% e foram sintetizados por Biosearch Technologies (Novato,
CA, EUA).

A amplificacdo dos produtos génicos foi realizada no Laboratério de Biologia
Molecular e Doencas Endémicas, supervisionado pela Dra. Constanca Britto e Maria
Angélica Cardoso através do Programa de Desenvolvimento Tecnoldgico em Insumos
para a Saude (PDTIS).

2.8 Calculo dos resultados

Os resultados foram calculados pela formula de quantificacdo, usando o método
comparativo de Ct (threshold cicle), que significa o ciclo de amplificagdo onde é
detectado um aumento da fluorescéncia acima do sinal basal. Em seguida, o valor de Ct
foi convertido em numero de copias de genes (NCG) pela formula NCG = -0.283 X Ct +
11.309, conforme descrito por Dolganov e colaboradores (Dolganov et al 2001). Desta
forma, todos os Cts do PCR foram transformados linearmente através da referida

equacdo. Foi utilizado ainda um programa denominado GENORM (Vandesompele et al
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2002) a fim de se encontrar 0s genes constitutivos mais estaveis a serem empregados na
normalizacdo dos dados. Em seguida, foi calculado o fator de normalizacéo a partir da
média geométrica de dois genes constitutivos mais estaveis apontados pelo programa.
Baseado nisso, a normalizacdo dos dados foi efetuada através da razdo NCG / fator de

normalizacéo.

2.9 Analise estatistica

Os dados obtidos no trabalho tiveram sua distribuicdo testada para normalidade
através do método de Kolmogorov-Smirnov. Para as distribuicbes normais empregou-se
0 teste t de Student ndo pareado com ou sem a corregdo de Welch. Para as distribuigdes
ndo-normais foi empregado o teste Mann-Whitney (ndo-paramétrico, two tail). As
analises de correlacdo foram realizadas utilizando o teste de Correlacdo de Spearman.
Todas as andlises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5.0
(GraphPad Instat, GraphPad Software, San Diego, EUA). Foram considerados

significativos os valores de p < 0,05.
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3. Resultados

3.1 Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos pacientes de leishmaniose cutanea

curados clinicamente.

Foram avaliados um total de 26 pacientes curados de LC, sendo 11 pacientes
LCC<2a, 10 pacientes LCC>2a e cinco pacientes que evoluiram com cura espontanea
Nenhum dos pacientes apresentou histérico de reativagdo da doenca e\ou
comprometimento mucoso. As principais caracteristicas clinicas e epidemioldgicas
estdo descritas na Tabela 1.

O grupo dos pacientes curados clinicamente de leishmaniose tegumentar foi
composto de 12 homens e 14 mulheres com idade média de 38,8 +17 anos (mediana
=38,5 anos). A maioria dos pacientes residia em Campo Grande/RJ (26,9%). O tempo
de evolucdo mais freqliente foi de 60 dias, representando 46,7% da populacdo total
estudada.

O tratamento mais utilizado foi o de glucantime (dados ndo mostrados), e 88,2%
deles apresentaram resposta satisfatoria ao tratamento. Somente em dois pacientes foi
observada uma resposta insatisfatoria, visto que ao final do tratamento ndo houve a
cicatrizacdo total da lesdo, sendo necessarias intervencdes adicionais como aplicacdo
intralesional de glucantime em um caso, e a prescricdo de pentamidina associada com
glucantime no outro caso.

O tempo de cura clinica médio entre a alta ambulatorial e 0 momento de coleta
de material biologico para estudo do grupo dos LCC<2a foi de 15,9 + 6,1 meses
(mediana=18 meses). Os pacientes LCC>2a foram estudados com tempo de cura médio
de 71,8 + 80,7 meses (mediana=43 meses) e 0 do grupo dos CE este periodo foi de 156
+ 82,7 meses (mediana=132 meses).

O grupo controle foi composto por oito voluntarios sadios que ndo eram
moradores de area endémica, sem histdrico previo de leishmaniose e cujas CMSP nao
apresentaram reatividade aos antigenos de Leishmania. Este grupo foi formado por
quatro homens e quatro mulheres, com idade média de 26,3 + 5,7 anos

(mediana=25anos).
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Tabela 1: Dados clinicos e epidemioldgicos dos pacientes clinicamente curados de leishmaniose

cutanea (LCC) ap0s intervencao terapéutica e por cura espontanea (CE).*

Caracteristicas
Sexo

Masculino
Feminino

Tempo de evolucédo
30 dias

45 dias

60 dias

90 dias

120 dias

180 dias

Numero de lesdes

1 leséo

2 lesbes

3 lesdes

4 lesdes

mais de 4 lesdes
Resposta ao tratamento

Satisfatéria
Insatisfatoria
Tempo de cura
LCC

03 — 12 meses

13 — 24 meses

25 — 36 meses
mais de 36 meses
CE

36 — 48 meses

49 — 60 meses
mais de 60 meses

Frequéncia (n)

12 (26)
14 (26)

06 (21)
01 (21)
09 (21)
01 (21)
03 (21)
01 (21)

14 (21)
03 (21)
02 (21)
01 (21)
01 (21)

15 (17)
02 (17)

04 (21)
08 (21)
03 (21)
06 (21)

0 (05)
0 (05)
05 (05)

Percentual (%)

46,2%
53,8%

28,6
4,8
42,8
4,8
14,2
4,8

66,6
14,3
9,5
4,8
4,8

88,2
11,8

19
38,1
14,3
28,6

100

LCC — Leishmaniose cutanea clinicamente curada; LCC<2a - Leishmaniose cutanea clinicamente curada ha menos

de dois anos; LCC>2a - Leishmaniose cutanea curada ha mais de dois anos; CE - Cura espontanea; F - feminino; M -

masculino; (n) — nimero de casos avaliados. * Os dados clinicos tempo de evolucdo, nimero de lesdes e resposta ao

tratamento ndo foram avaliados para o grupo dos CE.
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3.2 A  resposta  proliferativa de linfocitos frente aos  antigenos de

Leishmania braziliensis em pacientes curados de leishmaniose cutinea e individuos

sadios.

Com o objetivo de avaliar a capacidade das células proliferarem frente a
antigenos de Leishmania, realizou-se o ensaio de resposta proliferativa de linfécitos
(RPL-Lb), no qual as respostas que apresentaram indice de estimulacdo (IE) igual ou
superior a 2,5 foram consideradas positivas.

Todos os individuos controle (voluntarios sadios) apresentaram uma RPL-Lb
com IE abaixo de 2,5 (1,6+0,5; mediana=1,8) (dados ndo mostrados). Embora a
mediana do IE da RPL-Lb dos casos clinicamente curados ha menos de dois anos
(IE=14,949,3; mediana= 11,7; n=10) fosse inferior ao observado no grupo curado ha
mais de dois anos (IE=22,9+27,1; mediana= 10; n=9), esse dado ndo apresentou
significancia estatistica. Além disso, foi observado que tanto nos LCC<2a como nos
LCC>2a existem grupos de pacientes com IE muito baixo ou muito elevado, formando
assim dois grupos: aqueles que contém linfocitos como uma baixa capacidade de
responder ao antigeno de Leishmania e aqueles que apresentam uma alta capacidade de

responder a este antigeno (Figura 3).
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Figura 3: indice de estimulago (IE) da resposta proliferativa de linfocitos (RPL) em pacientes curados
de leishmaniose cutanea (LCC), apds o estimulo in vitro com antigenos de Leishmania braziliensis (Ag-
Lb). Os pacientes foram divididos em dois grupos: menos de dois anos apos a cura clinica (LCC<2a,
n=10) e mais de dois anos apos a cura clinica (LCC>2a, n=09). Os resultados foram expressos como
indice de estimulacéo (IE) e a mediana foi representada por barras horizontais. Cada ponto representa um

individuo e a linha tracejada indica o valor de corte para a positividade (IE > 2,5).
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3.3 Andlises da integridade do RNA obtido das células mononucleares do sangue periférico.

Para analisar a qualidade do RNA extraido das CMSP, este foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1,2%. As amostras foram consideradas adequadas
quando as bandas 18S e 28S se mostraram integras, e quando nenhum traco de DNA
genémico foi detectado. Quatro amostras teste foram selecionadas aleatoriamente para

serem utilizadas no gel. (Figura 4).

Figura 4: Avaliagio da qualidade e integridade das amostras de RNA. O RNA extraido de células
mononucleares do sangue periférico estimuladas in vitro com antigenos de Leishmania braziliensis foi
submetido a corrida por eletroforese em gel de agarose. Um total de 0,5-1,0pg de RNA foi carregado em
gel de agarose 1,2% conforme descrito anteriormente na metodologia. Amostras de RNA: numeracéo de

1 a 4 corresponde a amostras de pacientes LCC. PM: peso molecular.

3.4 Deteccdo da expressdo génica de citocinas e fatores transcricionais em células

mononucleares do sanque periférico provenientes de individuos curados de

leishmaniose

Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) provenientes de individuos
curados foram colocadas em cultivo in vitro, na auséncia ou presenca dos antigenos de
Leishmania, e foi quantificada a expressdo génica dos fatores transcricionais T-bet,
GATA-3 e Foxp3 e das citocinas IFN-y, IL-12A, 1L-18, IL-4, IL-5 e IL-10 pela técnica

de PCR em tempo real.

3.4.1 Expressdo génica de TBET, IFNG, IL12A e IL18 e em células estimuladas com
antigeno de Leishmania braziliensis nos pacientes curados clinicamente e nos

individuos saudaveis.
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A anélise da expressdo de TBET em células estimuladas com Ag-Lb, néo
demonstrou diferenca significativa entre os grupos LCC<2a (1,2x 10° + 1,4x10° cépias
de RNA, mediana= 0,6x10° cépias de RNA, n= 08) e LCC>2a (0,7x10° + 0,4x10°
copias de RNA, mediana= 0,5x10° cépias de RNA, n=07). A expresséo observada deste
gene em individuos saudaveis (IS) (5,1x10° + 2,8x10° cépias de RNA, mediana= 4,4x
10° copias de RNA, n=06) foi semelhante & observada nos individuos LCC,
independente do tempo de cura. Entretanto, foi encontrada uma maior expresséo deste
fator transcricional no grupo CE (2,4x10° + 1,1x10° cépias de RNA, mediana= 2,6x10°
copias de RNA, n=04), quando comparada ao grupo de LCC>2a (p<0,05) e aos IS
(p<0,01) (Figura 5A).

Resultados semelhantes aos descritos acima, foram encontrados quando se
avaliou a expressdo do IFNG. Os grupos LCC<2a (6,7x10° + 6,3x10° cdpias de RNA,
mediana= 6,1x10° cépias de RNA, n=10), LCC>2a (5,6x10° + 5,9x10° copias de RNA,
mediana= 3,7x 10° cépias de RNA, n=09) e IS (2,8x10° + 1,6x10° cdpias de RNA,
mediana= 2,8x10° cpias de RNA, n=08) apresentaram express&o similar do gene que
codifica para esta citocina. Contudo, como observado em TBET, a expressdo de IFNG
no grupo dos CE (15x10°% 7,3x10° copias de RNA, mediana= 16x10° cpias de RNA,
n=05) foi significativamente maior quando comparada com o LCC>2a (p<0,05) e aos IS
(p<0,01) (Figura 5B).
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Figura 5: Expresséo do fator transcricional TBET e do IFNG em células mononucleares de pacientes de
leishmaniose. Foram estudados pacientes de leishmaniose cutdnea curada hd menos de dois anos
(LCC<2a), leishmaniose cutanea cura ha mais de dois anos (LCC>2a), cura espontanea (CE) e individuos
saudaveis (IS). Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram ativadas in vitro por
antigenos de Leishmania braziliensis (Ag-Lb). O RNA foi extraido, e os transcritos especificos foram
quantificados por PCR em tempo real. A: Numero de cdpias de RNAm de TBET em amostras de células
de pacientes LCC<2a (n=08), LCC>2a (n=07), CE (n=04) e IS (n=06), B: NUumero de cpias de RNAm
de IFNG em amostras de células de pacientes LCC<2a (n=10), LCC>2a (n=09), CE (n=05) e IS (n=08).
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Cada ponto representa um individuo. Medianas sdo representadas por linhas horizontais. N: nimero; *
p<0,05, ** p<0,01. Valor do p obtido pelo teste t ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Também foi avaliada a expressdo génica da subunidade p35 presente na citocina
IL-12 (IL-12A), visto que a mesma é uma importante sinalizadora na inducdo da
producéo de citocinas de perfil tipo 1.

Em relacdo a expressdo de IL12A em células estimuladas com Ag-Lb foi
observada uma maior expressdo no grupo LCC<2a (8,1x10° + 6,3x10° cépias de RNA,
mediana= 6,5x 10° cépias de RNA, n=09) quando comparada com o grupo LCC>2a
(2,2x10° + 3,1x10° copias de RNA, mediana= 0,7x10° cépias de RNA, n=09, p<0,01) e
IS (1,1x10° + 0,4x10° copias de RNA, mediana= 1,3x10° cépias de RNA, n=07,
p<0,001). Além disso, de maneira similar foi observado que o grupo CE (9,7x10° +
7,2x10° copias de RNA, mediana= 7,2x10° cépias de RNA, n=05) apresentou maior
expressao de IL12A quando comparado com o grupo LCC>2a (p<0,05) e IS (p<0,05)
(Figura 6A).

Para complementar o entendimento da al¢a de producdo de citocinas do tipo 1,
foi avaliada a expressdo génica da IL18, que atua de maneira sinérgica com a IL-12. Os
resultados demonstraram que o grupo LCC<2a (12,3x10° + 5,4x10° copias de RNA,
mediana= 13x10° cépias de RNA, n=08) apresentou uma tendéncia em expressar uma
maior quantidade desta citocina quando comparado com o LCC>2a (2,9x10° + 6,3x10°
copias de RNA, mediana= 0,4x10° cépias de RNA, n=07, p=0,07). Além disso, foi
encontrada diferenca significativa entre LCC<2a e o grupo dos IS (0,4x10° + 0,4x10°
copias de RNA, mediana= 0,2x10° cépias de RNA, n=07) (Figura 6B).
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Figura 6: Expressio da subunidade p35 da citocina IL-12 (IL12A) e da IL18 em células mononucleares

de pacientes de leishmaniose. Foram estudados pacientes de leishmaniose cutanea curada ha menos de
dois anos (LCC<2a), leishmaniose cutanea cura ha mais de dois anos (LCC>2a), cura espontanea (CE) e
individuos saudaveis (IS). Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram ativadas in vitro
por antigenos de Leishmania braziliensis (Ag-Lb). O RNA foi extraido, e os transcritos especificos foram
quantificados por PCR em tempo real. A: Nimero de cépias de RNAm de IL12A em amostras de células
de pacientes LCC<2a (n=09), LCC>2a (n=09), CE (n=05) e IS (n=07). B: NUmero de cdpias de RNAm
de 1L18 em amostras de células de pacientes LCC<2a (n=08), LCC>2a (n=07), CE (n=04) e IS (n=07).
Cada ponto representa um individuo. Medianas sdo representadas por linhas horizontais. N: nimero;
* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001. Valor do p obtido pelo teste t ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

3.4.2 Expressao génica de GATAS3, IL4 e IL5 em células estimuladas com antigenos de

Leishmania braziliensis nos pacientes curados clinicamente e nos individuos saudaveis

Apds observar as diferencas na expressdo génica de mediadores que participam
de um ambiente imunoldgico do tipo 1, passou-se a avaliar também a expressdo de
fatores e citocinas relacionados ao perfil do tipo 2.

A andlise da expressdo de GATA3 em CMSP estimuladas com Ag-Lb nos
diferentes grupos demonstrou que o grupo CE (19x10° + 10x10° cépias de RNA,
mediana= 16x10° cépias de RNA, n=05) apresentou elevada expressdo de GATA3
quando comparada com o grupo LCC<2a (1,0x10° + 1,1x10° copias de RNA, mediana=
0,7x10° copias de RNA, n=10, p<0,001), LCC>2a (11x10° + 28x10° copias de RNA,
mediana= 19x10° copias de RNA, n=09, p<0,05) e IS (3,3x10° + 1,3x 10° copias de
RNA, mediana= 3,2x10° cpias de RNA, n=05, p<0,01). Além disso, o grupo dos IS
exibiu maior expressdo de GATA3 quando comparado com o0s pacientes LCC<2a
(p<0,01) (Figura 7).
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Figura 7: Expressdo do fator transcricional GATA3 em células mononucleares de pacientes de

leishmaniose. Foram estudados pacientes de leishmaniose cutdnea curada ha menos de dois anos
(LCC<2a), leishmaniose cuténea cura hd mais de dois anos (LCC>2a), cura esponténea (CE) e individuos
saudaveis (IS). Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram ativadas in vitro por
antigenos de Leishmania braziliensis (Ag-Lb). O RNA foi extraido, e o transcrito especifico foi
quantificado por PCR em tempo real. Numero de copias de RNAm de GATA3 em amostras de células de
pacientes LCC<2a (n=10), LCC>2a (n=09), CE (n=05) e IS (n=05). Cada ponto representa um individuo.
Medianas sdo representadas por linhas horizontais. N: nimero; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. Valor

do p obtido pelo teste t ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Em relacdo a expressdo génica de IL4, os resultados demonstraram que 0 grupo
LCC<2a (4,6x10° + 3,3x10° copias de RNA, mediana= 3,1x10° copias de RNA, n=11)
apresentou reducao significativa na expressao de IL4 quando comparado aos 1S (1,2x10°
+ 0,4x10° copias de RNA, mediana= 1,1x10° copias de RNA, n=08, p<0,05). Além
disso, o grupo dos CE (10x 10° + 6,5x10° c6pias de RNA, mediana =9,0x10° cépias de
RNA, n=05), apresentou maior expressdo desta molécula quando comparado ao
LCC>2a (8,4x10° + 2,0x10° copias de RNA, mediana= 1,0x10° copias de RNA, n=09,
p<0,05) e IS (1,2x10° + 0,4x10° cépias de RNA, mediana= 1,1x10° copias de RNA,
n=08, p<0,01) (Figura 8A).

Além de IL4, a expressdo de IL5 também foi avaliada, e foi observado que os
pacientes de LCC<2a (4,6x10°+3,3x10° cdpias de RNA, mediana= 3,1x10° cdpias de
RNA, n=11, p<0,05) apresentaram uma expressdo mais elevada desta citocina quando
comparado com os pacientes LCC>2a (8,4x10°+10x10° copias de RNA, mediana=
1,0x10° copias de RNA, n=9). Além disso, os individuos de CE (6,4x10° + 4,9x10°

copias de RNA, mediana= 6,1x10° copias de RNA, n=05) apresentaram uma expressao
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elevada de IL5 quando comparada com os LCC>2a (5,7x10° + 12x10° cépias de RNA,
mediana= 0,8x10° copias de RNA, n=09, p<0,05) e IS (2,6x10° + 1,3x10° cépias de
RNA, mediana= 2,0x10° cépias de RNA, n=05, p<0,05) (Figura 8B).
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Figura 8: Expressdo de IL4 e IL5 em células mononucleares de pacientes de leishmaniose. Foram

estudados pacientes de leishmaniose cutinea curada ha menos de dois anos (LCC<2a), leishmaniose
cuténea cura h4 mais de dois anos (LCC>2a), cura espontanea (CE) e individuos saudaveis (IS). Células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram ativadas in vitro por antigenos de Leishmania
braziliensis (Ag-Lb). O RNA foi extraido, e os transcritos especificos foram quantificados por PCR em
tempo real. A: Namero de cdpias de RNAm de IL4 em amostras de células de pacientes LCC<2a (n=11),
LCC>2a (n=09), CE (n=05) e IS (n=08). B: NUmero de copias de RNAm de IL5 em amostras de células
de pacientes LCC<2a (n=08), LCC>2a (n=07), CE (n=04) e IS (n=07). Cada ponto representa um
individuo. Medianas séo representadas por linhas horizontais. N: nimero; * p<0,05, ** p<0,01. Valor do

p obtido pelo teste t ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

3.4.3 Expressdo génica da citocina IL10 e do fator transcricional FOXP3 e em células

estimuladas com antigeno de L. braziliensis.

Sabendo que Foxp3 é uma molécula associada a célula T reguladora e que a
inducdo de um mecanismo regulador € essencial para a manutencdo de um bom
prognostico da doenca, foi avaliada a inducdo da expressdao de FOXP3 em CMSP frente
aos antigenos de L. braziliensis. Os resultados demonstram que os CE (10,6x10° +
6,1x10° copias de RNA, mediana= 13,3x10° copias de RNA, n=05) exibiram maior
expressdo desta molécula quando comparado com o grupo LCC<2a (1,5x10° + 0,8x10°
copias de RNA, mediana= 1,4x10° copias de RNA, n=11, p<0,05), LCC>2a (9,2x10° +
20,2x10° copias de RNA, mediana= 1,5x10° copias de RNA, n=07, p<0,05) e IS
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(2,2x10°% + 1,2x10° copias de RNA, mediana =1,9x10° cépias de RNA, n=07, p<0,01)
(Figura 9A).

A citocina IL-10 foi descrita na leishmaniose como uma das citocinas que pode
tanto favorecer a replicacdo do parasito (Padigel et al 2003, Belkaid et al 2001), como
limitar a magnitude da resposta imune efetora, funcdo que concede a elas o papel de
citocinas imunoreguladoras (Castellano et al 2009).

Ao analisamos as células estimuladas com Ag-Lb nos diferentes grupos, foi
observado que o grupo de CE (15,8x10° + 12,2x10° cépias de RNA, mediana= 12,9x10°
copias de RNA, n=05) apresentou maior expressdo de IL10 quando comparado com o
grupo LCC<2a (5,9x10° + 11x10° copias de RNA, mediana= 1,9x10° cépias de RNA,
n=10, p<0,05). Além disso, o grupo dos LCC<2a (8,1x10° + 6,1x10° cdpias de RNA,
mediana= 7,5x10° cépias de RNA, n=11) obteve maior expressdo desta molécula
quando comparado aos IS (2,9x10° + 1,3x10° cépias de RNA, mediana= 2,6x10° copias
de RNA, n=08, p<0,05) (Figura 9B).
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Figura 9: Expressio do fator transcricional FOXP3 e da 1L10 em células mononucleares de pacientes
de leishmaniose. Foram estudados pacientes de leishmaniose cutnea curada hd menos de dois anos
(LCC<2a), leishmaniose cutanea cura hd mais de dois anos (LCC>2a), cura espontanea (CE) e individuos
saudaveis (IS). Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram ativadas in vitro por
antigenos de Leishmania braziliensis (Ag-Lb). O RNA foi extraido, e os transcritos especificos foram
quantificados por PCR em tempo real. A: Nimero de cépias de RNAm de FOXP3 em amostras de células
de pacientes LCC<2a (n=11), LCC>2a (n=07), CE (n=05) e IS (n=07). B: NUmero de cdpias de RNAm
de IL10 em amostras de células de pacientes LCC<2a (n=10), LCC>2a (n=09), CE (n=05) e IS (n=08).
Cada ponto representa um individuo. Medianas sdo representadas por linhas horizontais. N: ndmero; *
p<0,05, ** p<0,01. Valor do p obtido pelo teste t ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
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relacédo IFNy/IL-10

3.4.4 A razdo entre a expressdo de IFNG e IL10 e entre TBET e GATA3 em células

estimuladas com antigenos de Leishmania braziliensis

Além da expressdo génica de IFNG e IL10 separadamente, foi avaliada também
a razdo entre essas citocinas, considerando que o balanco entre elas seja importante fator
para a manutengdo de uma resposta protetora na LTA (Gomes-Silva et al 2007).A razéo
média entre essas citocinas foi comparada entre os diferentes grupos, e os resultados
demonstraram que esta era similar para LCC<2a (1,1+1,0, mediana= 1,0 n=10),
LCC>2a (2,6+3,8, mediana= 1,5, n=09), CE (1,3%£0,5, mediana= 1,2, n=05) e IS
(1,2£0,3, mediana= 1,2, n=06) (Figura 10A).

Em adicdo, foi estudada também a razéo entre TBET e GATAS, visto que Chakir
e colaboradores (2003) acreditam que esta razdo possa ser considerada um marcador do
perfil Th1/Th2. O presente estudo demonstrou que o grupo LCC<2a (3,9£6,7, mediana=
1,0, n=07) apresentou uma razao mais elevada quando comparado com o LCC>2a
(1,2£1,4, mediana= 0,5, n=07, p<0,05), CE (0,1+0,1, mediana= 0,1, n=04, p<0,05) e IS
(0,1£0,06, mediana= 0,18, n=04, p<0,05). O grupo LCC>2a obteve ainda maior
expressao do gque os CE (p<0,05) e os IS (p<0,05) (Figura 10B).
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Figura 10: Expressdo da razdo IFNG/IL10 e TBET/GATA3 em células mononucleares de pacientes de
leishmaniose. Foram estudados pacientes de leishmaniose cutdnea curada ha menos de dois anos
(LCC<2a), leishmaniose cutanea cura hd mais de dois anos (LCC>2a), cura espontanea (CE) e individuos
saudaveis (IS). Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram ativadas in vitro por antigenos
de Leishmania braziliensis (Ag-Lb). O RNA foi extraido, e os transcritos especificos foram quantificados
por PCR em tempo real. A: Nimero de copias de RNAm de IFNG/IL10 em amostras de células de
pacientes LCC<2a (n=10), LCC>2a (n=09), CE (n=05) e IS (n=06). B: Numero de copias de RNAm da
razdo TBET/GATA3 em amostras de células de pacientes LCC<2a (n=07), LCC>2a (n=07), CE (n=04) e
IS (n=04). Cada ponto representa um individuo. Medianas sdo representadas por linhas horizontais. N:

namero; * p<0,05, ** p<0,01. Valor do p obtido pelo teste t ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

39



3.4.5 Expressao génica das citocinas IFNG, IL10, IL12A, 1L18, IL4, IL5, e dos fatores
transcricionais TBET, GATA3 e FOXP3 em células sem estimulo e estimuladas com

antigeno de Leishmania braziliensis.

Apds a avaliacdo da expressao génica de fatores transcricionais e citocinas em
células mononucleares estimuladas com antigeno de Leishmania, foram investigados se
a expressdo dessas moléculas é especifica ao estimulo antigénico. Para isso, CMSP de
pacientes curados apds o tratamento e de individuos que evoluiram para cura espontanea
foram colocadas em cultura na auséncia ou na presenca do antigeno de Leishmania
braziliensis.

Os resultados demonstraram que de maneira geral hd& um aumento ndo
significativo na expressdo da maioria dos genes avaliados quando comparamos as
células sem estimulo (BG) com aquelas que foram estimuladas com Ag-Lb. Este padréo
pdde ser observado tanto nos pacientes curados (LCC) como nos individuos que

evoluiram para a cura esponténea (CE) (Tabela 2).
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Tabela 2: Quantificacgdo do RNA de citocinas e fatores transcricionais em células ndo-estimuladas e

estimuladas com antigenos de Leishmania braziliensis (Ag-Lb) nos pacientes curados clinicamente de

leishmaniose cutanea.

Numero de cépias de RNA em células mononucleares cultivadas in vitro (x10°)

Genes Curados de leishmaniose cutanea (LCC) Cura espontanea (CE)
Sem estimulo Ag-Lb p Sem estimulo Ag-Lb p
(BG) (BG)
IFNG 2,9+3,0 6,4+6,1 0.4 11+7,5 15+7,3 0,2
IL10 2,8+1,7 5,7+11 0.5 8,5+5,3 15+12 0,4
IL12A 1,712 2,8+3,4 0.8 4,2+42,0 9,7+7,2 <0,05
IL18 0,1+0,2 0,5+0,8 0.4 0,1+0,02 8,1+12 0,1
IL4 1,7¢11 9,1+2,1 0.5 5,1+2,6 10+6,5 0,09
IL5 2,513 1,7¢1,5 0.5 8,5+5,0 13+7,9 0,3
TBET 0,9+0,5 12,6+10 0.9 1,4+0,6 2,411 0,3
GATA3 4,5+2,3 12+10 0.1 10+7,1 19+10 0,2
FOXP3 2,3+0,8 10+11 0.9 9,1+7,9 10+6,1 0,7

Os resultados foram demonstrados por média + desvio padrdo do ndmero de copias de RNA. Ag-Lb:
antigeno de Leishmania braziliensis. BG: cultura sem estimulo. LCC: leishmaniose cutanea curada. CE:

cura espontanea. Valor do p obtido pelo teste t ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

No entanto, ao comparar a média do BG dos pacientes LCC com a média do BG
dos CE, foi observado que o BG dos CE apresentou uma diferenca significativa na
expressao de IFNG, IL10 e IL4 (p<0,05 respectivamente) quando comparado com o BG

dos LCC, indicando que estes pacientes apresentam naturalmente um potencial
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intrinseco de expressar certas moléculas, mesmo sem a intervencgéo do antigeno (Tabela

3).

Tabela 3: Quantificacio de RNA de citocinas e fatores transcricionais em células ndo-estimuladas pelos

antigenos de Leishmania braziliensis nos pacientes curados clinicamente de leishmaniose cutanea.

NUmero de copias de RNA em células mononucleares cultivadas in vitro (x10°)

Genes Sem estimulo p
Curados de leishmaniose cutanea (LCC) Cura espontanea (CE)
IFNG 2,9+3,0 11+7,5 0,01*
IL10 2,817 8,5%5,3 0,02*
IL12A 1,7+¢1,2 4,2+2.0 0,08
IL18 0,1+0,2 0,1+0,02 1,00
IL4 1,7¢1,1 5,1+2,6 0,04*
IL5 2,5+1,3 8,5+5,0 0,09
TBET 0,9+0,5 1,4+0,6 0,4
GATA3 4,5+2 3 10+7,1 0,06
FOXP3 2,3£0,8 9,1£7,9 0,08

Os resultados foram demonstrados por média + desvio padrdo do nimero de cépias de RNA. Ag-Lb:

antigeno de Leishmania braziliensis. BG: cultura sem estimulo. LCC: leishmaniose cutanea curada. CE:

cura espontanea. Valor do p obtido pelo teste t ndo-paramétrico de Mann-Whitney. * Valores de p<0,05.
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3.4.6 CorrelacOes entre e a expressdo de genes associados aos perfis tipo 1, tipo 2 ou
regulatorio em células estimuladas com antigenos de Leishmania braziliensis nos

pacientes curados de leishmaniose cutanea e nos individuos sadios.

Apds observado o panorama individual de expressdo génica de alguns dos
componentes da resposta imunoldgica, foram realizadas matrizes de correlagdes entre
esses componentes para cada um dos grupo de pacientes curados e dos individuos
sadios (IS, LCC<2a, LCC>2a e CE). As correlacdes encontradas nos individuos sadios
(IS) foram demonstradas pela Figura 11, e aquelas que apresentaram significancia foram

destacadas na Tabela 4.
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Figura 11: Correlagio entre os niveis de expressio génica em amostras de individuos sadios (IS). Correlagdes
entre citocinas e fatores transcricionais associado ao perfil tipo 1, tipo 2 ou regulatério considerando as células

estimuladas com Ag-Lb de pacientes IS. * p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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Tabela 4: Correlacio entre a expresséo de pares de genes de citocinas e fatores transcricionais obtidos

de células mononucleares do sangue periférico estimuladas com antigeno de Leishmania braziliensis de

amostras de individuos saudaveis.

Genes Valor de p| Coeficiente de correlacdo (r)| Numero de amostras

correlacionados analisadas (n)
IL-12A vs IFNG 0,02 0,80 07
IL4 vs IFNG 0,02 0,78 08
IL4 vs IL12A 0,03 0,79 07
IL5 vs IL4 0,01 0,79 09
GATA3 vs IL4 0,007 0,93 08
GATA3 vs IL5 0,01 0,75 09
GATA3 vs IL18 0,03 -0,83 06
IL18 vs TBET 0,001 0,99 04
TBET vs GATA3 0,03 -0,90 05
FOXP3 vs IFNG 0,04 0,82 06
FOXP3 vs IL4 0,009 0,91 06
FOXP3 vs GATA3 0,01 0,91 06

Valores do p obtidos pelo teste de correlagdo ndo-paramétrico de Spearman.

Considerando as amostras dos pacientes LCC<2a foram feito correlacdes entre

0S genes de interesse, e estas foram demonstradas pela Figura 12 e na Tabela 5.
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Figura 12: Correlagdo entre os niveis de expressdo génica em amostras de pacientes curados ha menos

de dois anos. CorrelagBes entre citocinas e fatores transcricionais associado ao perfil Thl, Th2 ou

regulatorio considerando as células estimuladas com Ag-Lb de pacientes LCC<2a. * p<0,05, **p<0,01 ¢

***p<0,001.
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Tabela 5: Correlacio entre a expressdo de pares de genes de citocinas e fatores transcricionais obtidos

de células mononucleares do sangue periférico estimuladas com antigeno de Leishmania braziliensis de

amostras de pacientes curados hd menos de dois anos.

NUmero de amostras

Genes Valor de p Coeficiente de correlagéo (r) analisadas (n)
correlacionados

IFNG vs 1L10 0,01 0,73 10
IFNG vs IL5 0,03 0,69 09
IL12A vs IL10 0,00008 0,95 09

IL5 vs IL10 0,00006 0,93 10

IL5 vs IL12A 0,005 0,83 09
IL18 vs IL12A 0,01 0,79 08
TBET vs IL18 0,03 0,79 07

Valores do p obtidos pelo teste de correlagdo ndo-paramétrico de Spearman.

Observamos também os genes que se correlacionavam nos pacientes LCC>2a.

As correlagfes encontradas nestes individuos foram demonstradas pela Figura 13, e

aquelas que apresentaram significancia foram destacadas na Tabela 6.
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Figura 13: Correlagdo entre os niveis de expressdo génica em amostras de pacientes curados ha mais
de dois anos. Correlagbes entre citocinas e fatores transcricionais associado ao perfil Thl, Th2 ou
regulatorio considerando as células estimuladas com Ag-Lb de pacientes LCC>2 a. * p<0,05, **p<0,01 e
***p<0,001.
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Tabela 6: Correlacio entre a expressdo de pares de genes de citocinas e fatores transcricionais obtidos

NuUmero de amostras

Genes Valor de p Coeficiente de correlacéo (r) analisadas (n)
correlacionados

IFNG vs 1L10 0,0001 0,89 09
IFNG vs IL12A 0,002 0,86 09
IL12A vs IL10 0,00007 0,95 09
IL4 vs IFNG 0,0005 0,91 09
IL4 vs 1L10 0,0000003 0,98 09
IL4 vs IL12A 0,001 0,88 09
IL5 vs IFNG 0,001 0,91 08
IL5 vs 1L10 0,00001 0,98 08
IL5 vs IL12A 0,002 0,89 08
IL5 vs IL4 1,08E-09 0,99 08
IL18 vs IL10 0,00003 0,97 08
IL18 vs IL12A 0,02 0,92 07
GATA3 vs IL10 0,0001 0,96 08
GATA3 vs IL4 0,0000001 0,99 08
GATA3 vs IL5 0,0000007 0,99 08
TBET vs IFNG 0,04 0,81 06
FOXP3 vs IFNG 0,01 0,94 05
FOXP3vs IL10 0,002 0,96 06
FOXP3 vs IL4 0,0002 0,99 05
FOXP3 vs IL5 0,0006 0,99 05
FOXP3 vs GATA3 0,00001 0,99 05

de células mononucleares do sangue periférico estimuladas com antigeno de Leishmania braziliensis de

amostras de pacientes curados hd mais de dois anos

Valores do p obtidos pelo teste de correlagdo ndo-paramétrico de Spearman.
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Adicionalmente, observamos correlagbes entre 0s genes de pacientes que
evoluiram para a cura espontanea (CE). As correlagBes encontradas foram demonstradas
pela Figura 14, e aquelas que apresentaram significancia foram destacadas na Tabela 7.
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Figura 14: Correlagio entre os niveis de expressdo génica em amostras de pacientes que evoluiram
para a cura espontanea (CE). Correlagdes entre citocinas e fatores transcricionais associado ao perfil Thi,
Th2 ou regulatorio considerando as células estimuladas com Ag-Lb de pacientes CE. * p<0,05, **p<0,01
e ***p<0,001.
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Tabela 7: Correlacio entre a expressdo de pares de genes de citocinas e fatores transcricionais obtidos

de células mononucleares do sangue periférico estimuladas com antigeno de Leishmania braziliensis de

amostras de pacientes que evoluiram para cura espontanea.

Genes Numero de amostras
correlacionados | Valor de p| Coeficiente de correlacéo (r) analisadas (n)

IL12A vs I1L10 0,006 0,96 05
IL4 vs IL10 0,004 0,97 05
IL4 vs IL12A 0,01 0,95 05
IL5 vs IFNG 0,03 0,91 05
IL5 vs IL12A 0,04 0,88 05
IL5 vs IL4 0,03 0,90 05
IL18 vs IL10 0,03 0,96 04
IL18 vs IL12A 0,02 0,99 04
IL18 vs IL4 0,01 0,98 04
GATA3 vs IL10 0,01 0,94 05
GATA3 vs IL12A 0,0009 0,99 05
GATA3 vs IL4 0,008 0,96 05
GATA3 vs IL5 0,02 0,91 05
GATA3 vs IL18 0,005 0,99 05

Valores do p obtidos pelo teste de correlagdo ndo-paramétrico de Spearman.
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4. Discussao

As leishmanioses sdo consideradas pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS)
um grave problema de saude publica. As perspectivas de controle sdo ainda dependentes
de um progresso na obtencdo de melhores ferramentas que possam ser eficazes no
controle do nimero de casos da doenca. A estratégia profilatica mais expressiva seria o
desenvolvimento de uma vacina, capaz de proteger os individuos que vivem em areas
endémicas, sob o risco de adquirir a infeccdo. No entanto, pouco se sabe sobre a
resposta imune duradoura responsavel pelo controle da infeccdo em individuos curados.
Uma hipotese € que esta deva apresentar um equilibrio entre mecanismos inflamatorios
e reguladores, bem como favorecer a diferenciacdo de linfécitos T especificos a
Leishmania em células efetoras e em células de memodria.

As citocinas sdo consideradas mediadores principais responsaveis pela
polarizacdo do perfil de resposta imune de células T ativadas, capazes de se ligar aos
seus respectivos receptores presentes na superficie da célula, e desencadear sinalizacfes
intracelulares, que irdo culminar na ativacdo ou supressdo de genes responsaveis pela
determinacdo de uma resposta imune favoravel ou ndo ao controle da leishmaniose.

Baseado nisso, nosso objetivo foi avaliar o perfil de expressdo génica de
moléculas envolvidas na resposta imune de individuos capazes de controlar o parasito e
evoluir para cura clinica. Para isso, foram realizadas analises quantitativas de genes que
codificam para citocinas e fatores transcricionais associados as respostas efetoras do
tipo 1 (IFNG, IL12A, IL18, TBET), tipo 2 (IL4, IL5, GATA3) e reguladora (IL10,
FOXP3). Essa avaliacdo também foi associada com o tempo de cura dos individuos
estudados, na tentativa de estabelecer correlagcdes que possam auxiliar na compreenséo
da resposta imune associada ao bom progndstico, ou seja, desenvolvimento e
manutencdo da cura na leishmaniose cutanea. Além disso, € possivel que este perfil de
resposta imune apresentado pelos individuos curados ha longo tempo, seja o padréo de
interesse que deva ser desenvolvido em um individuo vacinado, conferindo imunidade
protetora na LTA.

De fato, deveriamos ter acompanhado os pacientes desde a fase ativa, até apos a
cura clinica, a fim de que o padrdo de expressdo génica relacionado com o
estabelecimento e manutencdo da cura clinica fossem melhor descrito. No entanto,
devido as dificuldades de se conseguir pacientes ativos, ndo foi possivel realizar esta

avaliacdo. Uma das formas de avaliar como o sistema imune de um individuo curado de
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leishmaniose responde frente a uma possivel reativacao ou reinfeccdo da Leishmania é
através de ensaios in vitro onde as células mononucleares do sangue periférico (CMSP)
sdo colocadas frente aos antigenos de Leishmania. Ap6s o reconhecimento antigénico
através do complexo peptideo-MHC apresentado pelas células apresentadoras de
antigenos (APCs), linfdcitos T virgens recebem sinais através do receptor de antigeno e
de moléculas co-estimulatérias. Esse conjunto de sinais, juntamente com um ambiente
apropriado rico em mediadores soliveis como citocinas e quimiocinas, permitem a
ativacdo dessas células e uma conseqiiente expansdo clonal. Essa capacidade dos clones
de células especificas serem ativadas pode ser mensurada pela resposta proliferativa de
linfocitos (RPL). Além disso, os clones especificos circulantes que ja reconheceram
previamente os antigenos e que estdo em um estado de repouso (células de memaria),
podem também retornar a sua atividade proliferativa apds um novo contato com uma
célula apresentadora de antigeno (APC).

Na leishmaniose, diversos trabalhos tém ressaltado a capacidade dos linfécitos
de responderem a antigenos de Leishmania através de ensaios de RPL, utilizando como
parametros a contagem por minuto (cpm) e o indice de estimulacdo (IE). Castes e
colaboradores (1983) encontraram uma RPL maior nos pacientes com LM durante a
fase ativa quando comparado com os pacientes de LC. Contudo, Conceicéo-Silva e
colaboradores (1990) ndo observaram uma correlacdo entre o IE da RPL e as formas
clinicas avaliadas (LC e LM). Mendonca e colaboradores (1986) encontram IEs
similares nos pacientes de leishmaniose cutanea antes e apds o tratamento. Por outro
lado, Toledo e colaboradores (2001) demonstram ocorrer uma diminuicdo da resposta
proliferativa de linfécitos apds o término do tratamento, quando comparado com a fase
ativa da doenca. Da mesma maneira, Da-Cruz e colaboradores (1994) indicaram uma
tendéncia de declinio dos IEs quando comparados pacientes antes e ap0s o0 tratamento,
porém sem diferenca significativa. Em conjunto, esses trabalhos demonstram a grande
dificuldade de associar resultados referentes a RPL com o perfil clinicos dos pacientes.

No presente estudo foi observada uma RPL positiva (IE>2,5) para todos os
individuos curados de leishmaniose cutanea; sugerindo que independente do tempo de
cura e do tipo de evolucdo clinica para a cura, todos eles apresentavam linfécitos de
memoria especificos aos antigenos de Leishmania. Como esperado os individuos
saudaveis, ndo moradores de areas endémicas, nao apresentaram reatividade aos

antigenos de Leishmania. Porém, foi encontrada grande variacdo nos IEs tanto dos
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pacientes curados ha menos de dois anos, quanto dos pacientes curados ha mais de dois
anos.

Como a RPL néo foi capaz de discriminar pacientes de leishmaniose com cura
recente ou tardia, passou-se a avaliar se 0 tempo de cura levaria a alteragcdes no perfil de
expressao génica relacionado a um perfil tipo 1, tipo 2 e regulador.

A molécula IFN-y é considerada uma das principais citocinas representativas do
perfil tipo 1, que apresenta um papel importante no controle da infecgdo por Leishmania
por mediar a ativacdo de macrdéfagos e a destruicdo de parasitos intracelulares (de
Souza-Neto et al 2004).

Estudos realizados tém demonstrado uma elevada producéo e expressdo génica
de IFN-y durante a fase ativa da leishmaniose cutanea (Pirmez et al 1993, Céceres-
Dittmar et al 1993, Amato et al 2003). Por outro lado, a evolucdo para a cura tem sido
associada com a manutencdo dos niveis de producdo de IFN-y encontrados durante a
fase ativa da doenca, tanto em pacientes com LC (Da-Cruz et al 2002, Castellano et al
2009), como em pacientes de LM (Da-Cruz et al 2002).

Nossos resultados demonstraram que os pacientes de CE apresentaram uma
maior expressao de IFNG quando comparado com o0s pacientes curados de leishmaniose
cutdnea ha mais de dois anos (LCC>2a) e com os individuos saudaveis (IS). Esses
dados corroboram com os resultados apresentados por Carvalho e colaboradores (1995)
que demonstraram que 0s pacientes que evoluem para a cura espontanea apresentam
niveis de producdo de IFN-y elevados, similares até aos encontrados em pacientes de
leishmaniose mucosa. Além disso, no presente estudo, 0 nimero de copias de RNAmM
para IFNG em pacientes de CE, foi maior tanto em células estimuladas com antigenos
de Leishmania, quanto na auséncia do estimulo, sugerindo que esses individuos
apresentam uma maior capacidade de expressdao desta citocina. Variagcdes genéticas
numa dada populacdo como os polimorfismos de base Unica (SNPs) podem ocorrer em
genes para algumas citocinas incluindo o IFNG que irdo determinar uma maior ou
menor transcricdo génica de acordo com o gendtipo apresentado pelo individuo.
Experimentos avaliando o polimorfismo +874T/A que ocorrem no gene de IFNG em
individuos portadores das formas mucosas e cutanea da LTA, demonstraram que dentre
os individuos de LC, o grupo portador do genotipo TT apresentou a maior secre¢do
dessa citocina (Matos et al 2007). Assim, € possivel que os individuos de cura

espontanea possam apresentar uma ou algumas associacfes de SNPs que os definem
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como individuos que expressam altas quantidades de IFNG, o que contribui para a
manutencdo de um “status” de ativacdo de macrofagos compativel com o controle eficaz
do parasito. Outra provavel explicacdo para a elevada expressdo desta molécula nesses
individuos seria a presenca de fatores epigenéticos. Ao contrario da informacao
genética, o contexto epigenético nao é codificado por mudancas na seqiiéncia do DNA,
mas pelo diferencial na metilagdo do DNA e modificagfes na cromatina, que podem
afetar os genes especificos expressos em uma determinada célula. Neste sentido,
Agarwal e colaboradores (1998) demonstrou que a hipometilacéo e a hipersensitividade
DNAsel no l6cus do gene do IFNG correlaciona-se com 0 aumento da expressao desta
citocina em células do tipo 1 (Agarwal et al 1998, Avni et al 2000). Sendo assim, é
possivel que pacientes de cura espontanea apresentem modificacGes epigenéticas no
gene de IFNG, gue poderia colaborar para uma maior expressdo desta molécula nesses
individuos.

Baseado nisso, nossos dados podem sugerir que mesmo apos a cura clinica, a
alca que regula a expressdo de IFNG continua sendo modulada positivamente nestes
individuos de cura espontanea, provavelmente devido a circulagdo de células de
memoria do tipo 1 especificas a Leishmania, o que contribui para manutencdo deste
prognostico favoravel da doenca. Sabendo que a cura na leishmaniose ndo é estéril,
acredita-se que 0s pacientes de cura espontanea apresentam uma manutencdo
parasitaria maior quando comparados com os individuos que curaram através de
intervencdo terapéutica, o que ressalta a necessidade de se manter elevada expressao do
IFNG, visto que esta citocina tem papel fundamental no controle da infeccéo.

De maneira similar, o fator transcricional T-bet, apresentou maior expresséo nos
individuos que evoluiram para a cura espontanea quando comparado com 0s pacientes
curados ha mais de dois anos e individuos saudaveis. A expressdo desse fator também
pode ser um dos mecanismos de regulacdo da producdo de IFN-y, visto que T-bet esta
diretamente associado com 0 aumento da expressao desta citocina, se ligando na regido
promotora do gene e ativando a transcricdo do RNA para mesma (Szabo et al 2000).

Além de T-bet, outras moléculas como IL-12 e IL-18 podem contribuir
indiretamente na estabilidade da resposta imune do tipo 1. A citocina IL-12 tem funcOes
pleiotropicas que promovem a resposta imune celular através de diversos mecanismos.
Além disso, ela pode induzir a expressao e producdo de IFN-y por células NK e células
T, um efeito que pode ser sinergicamente acentuado através da citocina IL-18
(Yoshimoto et al 1998) .
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Na leishmaniose, estudos em modelo experimental tém demonstrado que a IL-12
é essencial na manutengdo de um fendtipo Thl durante a infecgdo por L. major (Sypek
et al 1993, Sacks et al 2002). Entretanto, o papel da IL-18 na leishmaniose parece néo
ser tdo definido como o da IL-12. Camundongos C57BL/6 resistentes a Leishmania,
mas deficientes do gene da IL18, desenvolvem grandes lesdes na fase inicial da infeccao
por L. major. No entanto, com a evolucgdo da doenga, estes camundongos sdo capazes de
resolver estas lesGes eficientemente assim como os camundongos selvagens (Monteforte
et al 2000). Dados de nosso grupo mostraram que a IL-18 é produzida em células de
pacientes de LM estimuladas com Ag-Lb, embora ndo tenham sido comparadas
diferentes formas clinicas ou fases de doenca (Nogueira et al. em redagdo).
Conjuntamente, esses trabalhos indicam que apesar da IL-12 estar envolvida
diretamente com a manutencdo de uma resposta protetora contra o parasito, o papel da
citocina IL-18 parece ndo estar ainda bem definido na leishmaniose.

No presente estudo foi avaliada a expressdo da subunidade p35 da IL-12 (IL-
12A) em amostras de células de pacientes curados e de individuos sadios, por
acreditarmos que, apesar desta molécula ser compartilhada com outra citocina
denominada IL-35, a sua expressdo parece estar muito mais associada em linfocitos com
do gene IL12. Além disso, foi avaliada a expressdo de IL18, a fim de tentar
compreender a al¢a que induz a expresséo de IFNG e de TBET nestes pacientes.

Os resultados demonstraram que pacientes de cura espontanea (CE)
apresentaram uma maior expressdo de IL12A guando comparado aos pacientes curados
ha mais de dois anos (LCC>2a) e individuos saudaveis (IS). Da mesma forma, pacientes
curados ha menos de dois anos (LCC<2a) apresentaram maior expressdo do gene da
IL12A quando comparado com os pacientes LCC>2a e com os IS.

Assim como o encontrado para a expressao de TBET e IFNG, o gene da IL12A
também foi regulado positivamente nos pacientes de cura espontanea. Além disso, o
namero de copias de RNA para IL12A foi maior tanto em celulas estimuladas com
antigenos de Leishmania, como em células ndo estimuladas, sugerindo que estes
individuos naturalmente apresentam uma capacidade intrinseca de expressar esta
molécula. Entretanto, apesar da IL-18 atuar conjuntamente com a IL-12 na inducdo do
perfil tipo 1, ndo foi encontrado uma expresséo elevada desta citocina nesses individuos,
indicando que a IL-18 possa estar sendo regulada nestes pacientes, a fim de controlar o
desenvolvimento de uma resposta do tipo 1 exacerbada, e evitar com que esses

individuos evoluam para a forma mais grave da doenca.
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Apdbs observar as variagdes na expressdo génica de mediadores que participam
de um ambiente do tipo 1, decidiu-se avaliar também a expressao de fatores e citocinas
relacionados ao perfil do tipo 2, Baseado nisso, foram avaliadas a expressao de IL4 e de
IL5 e do fator transcricional GATA3 em amostras de células de pacientes curados de
leishmaniose cutanea e de individuos sadios.

A IL-4 e IL-5 sdo citocinas que apresentam um importante papel na polarizacéo
das células T CD4", induzindo o fendtipo do tipo 2, tanto in vitro como in vivo. Além
disso, estas moléculas sdo capazes de inibir a proliferacdo de células do tipo 1 e
conseqiientemente diminuir a producdo de IFN-y, promovendo a proliferacdo do
parasito e a disseminacdo da doenca (Lehn et al 1989, Nelms et al 1998).

Estudos prévios tém associado a citocina IL-4 com a patogénese da
leishmaniose, visto que esta molécula foi detectada durante a doenca ativa, mas néo foi
observada ou esteve reduzida apds a terapia (Coutinho SG et al 1996, Da-Cruz et al
2002, Salhi et al 2008, Castellano et al 2009). Neste sentido, Kumar e colaboradores
(2009) demonstraram que quanto maior a carga parasitaria, maior a expressdo de IL4
nas lesBes causadas por infec¢do por L. tropica, confirmando a possivel relacdo desta
citocina com a patogénese da doenga. Sendo assim, a diminui¢cdo ou a auséncia da
producdo de IL-4 apds o tratamento, pode constituir um importante passo para 0
estabelecimento da cura e para evitar a reativacdo da doenca.

Quando a producdo de IL-5 foi investigada em pacientes de leishmaniose
tegumentar, foi observado que durante a fase ativa, o0s niveis de IL-5 foram maiores nos
pacientes com LM do que nos pacientes com LC. Contudo, ap6s a cura clinica foi
observado uma diminuicdo dos niveis desta citocina nos pacientes com LM, mas nédo
nos pacientes de LC, sugerindo que nestes pacientes, esta molécula ndo foi capaz de
distinguir a resposta de células T durante a fase ativa e ap6s a cura (Da-Cruz et al 2002,
Bacellar et al 2002).

O atual estudo demonstrou que 0s pacientes de cura espontanea apresentaram
uma maior expressao de 1L4, quando comparado com os pacientes curados ha mais de
dois anos e com os individuos saudaveis. Resultados semelhantes foram encontrados
também para a expressao de IL5. Além disso, pacientes LCC<2a apresentaram uma
tendéncia em expressar niveis mais elevados de IL4 e IL5 quando comparado com 0s
pacientes LCC>2a.

De maneira similar, foi observada uma maior expressao do fator transcricional

GATA3 nos pacientes de cura espontanea quando comparado aos demais individuos. A
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expressao desta molécula esta diretamente associada com a regulacéo de IL4 e IL5, visto
que GATAS € capaz de transativar a regido promotora do gene da IL5, além de acentuar
a expressédo génica de 1L4 e IL13 (Skapenko et al 2004).

Assim como nos genes que contribuem para a producao de citocinas do tipo 1, o
nimero de copias de RNA para IL4, IL5 e GATA3 foi maior tanto em células
estimuladas com antigenos de Leishmania, quanto na auséncia do estimulo, sugerindo
que também para citocinas do tipo 2 existe uma capacidade propria dos pacientes de
cura espontanea expressarem naturalmente estas moléculas. A alca que favorece a
expressao de citocinas do tipo 2 também parece ser regulada positivamente nestes
pacientes, provavelmente contribuindo muito mais para o balanceamento da resposta
imune do tipo 1 do que para a replicacéo do parasito.

Na tentativa de tentar compreender o processo de regulacdo que ocorre nestes
pacientes curados de leishmaniose cutdnea, foram estudados a expressdo do gene da
IL10 e do fator transcricional FOXP3.

A IL-10 é a principal citocina moduladora da resposta imune na leishmaniose
(Bacellar et al 2002, Faria et al 2005). Estudos em modelo experimental mostraram que
a IL-10 pode favorecer o desenvolvimento de um mecanismo homeostéatico, capaz de
evitar os efeitos deletérios da resposta imune. Além disso, esta citocina parece estar
envolvida com a persisténcia parasitaria apos a cura clinica, processo importante para a
manutencdo da imunidade no hospedeiro (Belkaid et al 2001).

No modelo humano, estudos tém demonstrado que durante a fase ativa,
pacientes com LM apresentam baixa producdo desta citocina quando comparado com 0s
pacientes LC (Bacellar et al 2002), provavelmente devido & capacidade do IFN-y de
regular a expressdo do IL-10R em linfocitos (Faria et al 2005). Esses achados podem
representar o principal mecanismo de desregulacdo da resposta imune nos LM,
contribuindo para a exacerbacéo e severidade da doenca.

Foi demonstrado que individuos curados, com um bom progndstico da doenca
(assintomaticos, cura espontanea e pacientes curados de LC), apresentam uma maior
capacidade de produzir IL-10 do que os pacientes curados de LM (Gomes-Silva et al
2007). Alem disso, a auséncia de doenca nos individuos assintométicos parece estar
relacionada com a habilidade intrinseca de produzir altos niveis de IL-10, sendo maiores
até do que os encontrados nos pacientes curados de LC (Bittar et al 2007).

A resposta imune pode ser ainda regulada pela presenca de células T reguladoras

(Treg) no ambiente. Elas sdo caracterizadas por apresentarem diversas moléculas na sua
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superficie, sendo que o principal marcador especifico desta linhagem ¢é o fator
transcricional Foxp3 (Belkaid et al 2003, Hori et al 2003, Sacks et al 2006, Damoiseaux
et al 2006).

Alguns trabalhos destacam que em lesdes causadas por L. major, L. braziliensis
e L.amazonensis ocorrem um acumulo de células Foxp3+ e uma supressdo da
proliferacdo e da produgdo de citocinas de celulas T efetoras (Campanelli et al 2006,
Peters et al 2006, Salhi et al 2008). A hipotese que vem sendo estruturada é que a
presenca de células Treg nos sitios da infeccdo promove ainda a persisténcia parasitaria
e uma potencial transmissdo do parasito para outros hospedeiros. Entretanto, a remocéo
das células Treg poderia levar a cura estéril, um estado que pode ndo ser compativel
com a preservacao da imunidade duradoura (Belkaid et al 2002, Belkaid et al 2005).

No presente estudo foi mostrada uma expressdo elevada de FOXP3 nos
pacientes de cura espontanea quando comparado com 0s pacientes curados clinicamente
ha menos de dois anos, curados clinicamente ha mais de dois anos e nos individuos
sadios. Da mesma forma, casos de cura espontanea apresentaram uma maior expressao
da IL10 quando comparados com os pacientes curados ha mais de dois anos, sugerindo
que embora seja observado nos individuos de cura espontanea uma maior expressao de
citocinas e fatores transcricionais associados ao perfil tipo 1 e tipo 2, fatores
imunolégicos relacionados com a regulacdo e a homeostasia da resposta imune também
parecem estar expressos em maiores quantidades nesses individuos, contribuindo para o
estabelecimento e a manutencdo de um bom progndstico da doenca.

Adicionalmente, foi observada também a razdo entre IFNG e IL10, e entre TBET
e GATA3, sabendo que essas razbes podem representar o perfil Th1l/Th2 e podem
predizer a evolucao clinica dos pacientes investigados (Chakir et al 2003). Os resultados
demonstraram que todos os pacientes obtiveram uma razdo semelhante entre IFNG e
IL10, sendo esta proxima de hum. Em relagcdo a razdo entre TBET e GATA3 foi
observado que os pacientes curados ha menos de dois anos apresentaram uma razédo
mais elevada quando comparado com 0s demais casos. Além disso, os pacientes curados
ha mais de dois anos, obtiveram maior expressdo desta razdo do que os CE e IS.

Em conjunto, esses dados indicam que pacientes de CE apresentam um perfil
misto de citocinas e fatores transcricionais do tipo 1 e do tipo 2 apos a evolucdo para a
cura. Este mesmo padrdo também & encontrado nos pacientes de LM durante a fase

ativa (Bacellar et al 2002, Carvalho et al 2007, Tuon et al 2008), sugerindo que o
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progresso para um bom progndstico da doenga deve estar associada a indugdo de
mecanismos imunoreguladores.

Além de investigar se 0s pacientes de cura espontanea apresentam um padrdo de
resposta imune diferente dos pacientes curados clinicamente ap6s o tratamento, outro
foco do trabalho em questdo foi verificar se o tempo de cura clinica influencia na
expressao génica de citocinas e fatores transcricionais.

Na leishmaniose, diversos trabalhos tém ressaltado a influéncia do tempo de
cura no padrdo de producdo de citocinas. Da-Cruz e colaboradores (2002)
demonstraram que os niveis de IFN-y e IL-5 nos pacientes LC e LM detectados apds o
final do tratamento e longo tempo ap6s a cura eram similares. Castellano e
colaboradores (2009) observaram que os niveis de IL-10 e IL-12 provenientes de
pacientes curados recentemente de LC, foram maiores quando comparados aos
pacientes com longo tempo apos a cura. Em relacdo a resposta humoral, foi observado
que pacientes curados recentemente de LC apresentaram maiores niveis de producao de
IgG1l e IgG3 quando comparado com pacientes com longo tempo apds a cura
(Castellano et al 2009).

O presente trabalho demonstrou que pacientes curados recentemente (LCC<2a)
apresentaram maior expressao de citocinas com perfil inflamatério (IL12A e IL18).
Possivelmente estes dados devem indicar que apesar destes pacientes estarem
clinicamente curados, eles ainda ndo foram capazes de reestruturar a homeostasia que
fora desregulada durante a infeccdo. Esta resposta encontrada nestes pacientes pode
resultar na reativacdo da doenca, visto que o maior numero de episodios de reativacao
ocorre até o periodo de mais recentes de cura clinica.

Os pacientes com longo tempo ap6s a cura (LCC>2a) parecem apresentar uma
maior homeostasia da resposta imune, sendo observados niveis de expressdo de
citocinas e fatores transcricionais semelhantes até aos dos individuos saudaveis.

Em suma, esses dados indicam que 0s pacientes curados recentemente ainda ndo
foram capazes de reestruturar totalmente o equilibrio perdido durante a infeccéo.
Adicionalmente, podemos sugerir que este perfil de resposta esteja relacionado com o
possivel predominio de células T de memodria efetora nestes pacientes.

O perfil de expressdo encontrado nos pacientes LCC>2a evidencia um possivel
“resfriamento” da resposta imune, provavelmente devido a acdo da intervencgédo
terapéutica nestes pacientes, visto que a droga utilizada destruiu parte dos parasitos,

diminuindo a estimulagdo antigénica e com isso a expansdo de células T antigeno-
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especificas. Além disso, acredita-se que com 0 aumento do tempo de cura, ocorra 0
desenvolvimento de uma resposta imunoregulada, evidenciado principalmente pelo
predominio de células T de memaria central (Zaph et al 2004).

Apesar dos pacientes de CE apresentarem elevada expressdo de citocinas e
fatores transcricionais relacionados ao perfil tipo 1 e tipo 2, a evolugdo para um bom
prognostico parece estar associada com a habilidade dessas células de expressarem
moléculas capazes de contrabalancear um ambiente inflamatério exacerbado.

Um aspecto importante a ser ressaltado € que citocinas produzidas por uma
determinada linhagem de células podem nédo ser exclusivas a elas. Uma possivel
explicagdo para isso é que certas linhagens mantém a memoria de uma determinada
citocina, mas ao mesmo tempo tém a capacidade de adquirir a expressao de outras
citocinas, se estimuladas sob condi¢bes adequadas de polarizacdo. Esta flexibilidade
ocorre apenas nos estagios iniciais de diferenciacdo, enquanto nos estagios mais tardios
as células se tornam totalmente comprometidas com uma determinada linhagem
(Salustto et al 2009).

Visto que durante uma re-infeccdo ocorre o desenvolvimento de células T de
memoria, mas também a ativacao de células T virgens, e que nos trabalhos com um pool
de mononucleares, esta flexibilidade na polarizacdo das linhagens parece estar bem
evidente no nosso trabalho. Sendo assim, é importante ressaltar que a idéia principal do
trabalho ndo foi a identificacdo fenotipica dos linfécitos, a fim de saber a fonte das
citocinas e fatores avaliados, mas tentar compreender o que este conjunto de citocinas
produzido no ambiente favorece para o estabelecimento de determinada fase de cura
clinica.

Apds a analise da expressdo de cada gene individualmente, foi avaliada a
correlacdo entre eles, com o objetivo de investigar a expressdo simultanea de genes de
citocinas e fatores transcricionais com funcdes sinérgicas e antagbnicas, na tentativa de
definir um perfil de resposta imune para cada momento da cura clinica destes pacientes.
Os resultados demonstraram que o0s pacientes LCC<2a apresentaram uma resposta
desregulada quando comparado aos pacientes LCC>2a. Isto provavelmente ocorre
devido ao pouco tempo de cura, que dificulta a modulacdo e o equilibrio adequado da
resposta imune. Além disso, dados ndo-publicados do nosso laboratério, tém mostrado
que pacientes curados recentemente apresentam um predominio de celulas T de
memoria efetora, 0 que pode contribuir para uma destruicdo rapida do parasito, caso as

células desses individuos encontrem novamente a Leishmania, mas também pode
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favorecer a destruicdo tecidual através das atividades citoliticas e re-ativacdo da doenca
(Brodskyn et al 1997, Faria et al 2009), corroborando com a idéia de que este periodo é
0 mais propicio para a ocorréncia de episédios de re-ativagao.

Adicionalmente, foram avaliadas as correlacbes nos pacientes LCC>2a, e foi
observado que estes individuos foram capazes de modular a resposta imune,
evidenciado pela expressdo concomitante de moléculas inflamatorias, antiinflamatorias
e reguladoras nessas amostras. Dessa forma, sabendo que o espago imunoldgico é finito,
acredita-se que deva existir competicdo para a sobrevivéncia de um pool de memdria.
Sendo assim, com o controle da carga parasitaria e diminuicdo da estimulacao
antigénica, muitas células irdo comecar a competir pelo antigeno, podendo sofrer
apoptose por falta de estimulo (negligéncia imunoldgica). Esse processo provavelmente
acontece com as células de memdria efetora, tornando-se necessario o0 estabelecimento
de um novo tipo de memoria, nestes casos a memaria central. Baseado nisso, acredita-se
que estes pacientes que conseguem desenvolver uma resposta imune harménica tenham
um predominio de células T de memdria central (Wherry et al 2003).

Dados semelhantes foram encontrados para os pacientes de CE, que apesar de
terem uma expressdo elevada da maioria das citocinas e fatores transcricionais
avaliados, séo capazes de modular a resposta imune, o que contribui para a manutencgéo
de um prognostico favoravel nestes individuos. Acreditam-se também estes pacientes
apresentem um predominio de células T de memdria central, devido evidéncias que
estas células possam permanecer mais tempo no organismo pelo fato destas terem
teldmeros mais longos do que as células T de memoria efetora (Sallusto et al 2009).

Os resultados obtidos permitem identificar alguns fatores que contribuam para a
manutencdo da cura clinica e o controle da infeccdo na LTA. A observacdo de
citocinas e fatores transcricionais diferentemente expressos entre os grupos estudados
abrem novas questfes sobre o papel desses mediadores no estabelecimento da cura
clinica. Variagdes genéticas combinadas com fatores epigenéticos pode ser a razéo
para as diferencas encontradas nos pacientes de CE, e uma possivel explicagdo para a
capacidade destes individuos conseguirem controlar a infec¢do, sem a necessidade de
intervencdo terapéutica. Além disso, o aumento do tempo de cura parece favorecer o
desenvolvimento de uma resposta imune bem modulada, e evitar o surgimento de

episodios de reativacdo, contribuindo assim para o controle da doenca.
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5. Conclusoes

v O presente estudo mostrou ndo haver diferenca entre os niveis de TBET e
GATA3 em relagdo ao tempo cura da LC, mas os niveis de expressdo das citocinas
induzidas por estes fatores transcricionais foram mais baixos nos pacientes curados por
longo tempo, sugerindo que apos o controle da infec¢do por Leishmania ocorre reducao
paulatina da capacidade destas células serem ativadas pelos antigenos do parasito.

v O fator transcricional FOXP3 e a citocina IL10 foram positivamente
correlacionados apenas nos pacientes curados ha mais de dois anos, indicando que a
associacdo destas moléculas se da somente ap6s um longo tempo de estabilidade clinica
pos-tratamento.

v Os pacientes de cura espontanea apresentaram maior expressao de moléculas
associadas ao perfil tipo 1, tipo 2 e regulador, o que pode ser um fator que explicaria a
maior capacidade destes individuos induzirem mecanismos imunes associados ao
controle da doenga.

v Este estudo confirmou a importancia da anélise da expressdo génica de citocinas
e fatores transcricionais associados a resposta imune do tipo 1, tipo 2 e reguladora na
caracterizacdo do periodo de cura clinica dos pacientes de leishmaniose cutanea.
Estudos prospectivos avaliando a producao de citocinas poderdo auxiliar na definicdo de

fatores imunoldgicos que contribuam para a manutencao da cura clinica na LTA.
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