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RESUMO

As Leishmanioses s3o doengas causadas por diferentes espécies de protozoarios do género
Leishmania, que afetam individuos em aproximadamente 88 paises. Atualmente, a medida de
controle da doenga mais aceita ¢ o desenvolvimento de uma vacina profilatica; porém, para
que uma vacina efetiva seja alcangada, torna-se necessario a compreensdao dos fatores que
regulam e participam na protecdo durante e apds a infec¢do natural. SAo comuns trabalhos em
que a resposta imune do tipo Thl ¢é medida exclusivamente pela produgdo in vitro de IFN-y,
porém a avaliagdo de um sé parametro nem sempre ¢ suficiente para predizer prote¢dao. O
presente trabalho visou estudar a qualidade de resposta Thl induzida por diferentes antigenos
de Leishmania em pacientes com a forma cutanea de leishmaniose tegumentar americana
(LTA) provenientes do RJ. Utilizando-se ensaios de citometria de fluxo multiparamétrica para
marcadores de superficie, e para as citocinas IL-2, TNF-a e IFN-y, bem como ELISA para
IFN-y, foram feitas comparagdes da resposta induzida pelos extratos totais de promastigotas
de fase estacionaria de L. (V.) braziliensis (LbT) e L. (L.) amazonensis (PH8T), assim como
fragdes enriquecidas em componentes subcelulares de L. (L.) amazonensis, em células
mononucleares de sangue periférico de pacientes com LTA, antes e 140 dias apos o
tratamento, e individuos controles sadios. A andlise das subpopulagdes de linfocitos T por
citometria de fluxo ndo identificou alteragdes significativas nos percentuais de células CD8",
CD4" e CD25" induzidas pelos diferentes estimulos, dentro de um mesmo grupo, nem entre os
grupos de pacientes e controles. A avaliagdo individual da MFI integrada (frequéncia de
células produtoras de uma citocina multiplicada pela intensidade média de fluorescéncia) para
cada citocina estudada, ndo evidenciou nenhuma diferenca marcante na resposta imune do
tipo Thl induzida pelos diferentes estimulos; porém, através da avaliagdo da contribuicdo dos
fenotipos CD4" produtores de 3, 2 ou 1 Unica citocina na resposta imune do tipo Thl total,
observamos diferencas qualitativas bem distintas entre as respostas obtidas antes e apos o
tratamento, ¢ entre os antigenos estudados. Todos os estimulos apresentaram aumento da
porpor¢cdo de células multifuncionais nos pacientes PT, em relacio aos AT. Apos o
tratamento, LbT foi o estimulo que induziu maior propor¢do de células multifuncionais
(produtoras de IL-2, TNF-a e IFN-y, simultaneamente; 28%), seguido da fragdo de membrana
de L. (L.) amazonensis (PH8M; 23%), enquanto que, PH8T induziu a menor propor¢ao de
células multifuncionais (10%), e a maior propor¢do de células simples produtoras de IFN-y
(38%). Corroborando alguns outros relatos da literatura, observamos que as células
multifuncionais sdo as que possuem a maior intensidade média de fluorescéncia para as 3
citocinas estudadas. A avaliacdo quantitativa da produgdo de IFN-y por ELISA, demonstrou
que LbT foi o estimulo que induziu significativamente a maior produgdo desta citocina, em
comparacao aos demais estimulos, tanto antes como apos o tratamento. Este ultimo resultado
parece se correlacionar com os dados de citometria j4 mencionados, em que este mesmo
estimulo foi capaz de induzir o maior percentual de células T multifuncionais, células essas
com a capacidade de produzir uma quantidade maior de citocinas, do que os outros fenotipos
estudados, como evidenciado nos resultados de MFI. Nossos resultados levam a discussdo
sobre a importancia da avaliagdo da qualidade de uma resposta imune do tipo Th1 medida por
mais de um parametro, a nivel de uma unica célula, e sugerem que a avaliagdo das células
multifuncionais ¢ importante para correlacionar com a cura da doenga.
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FIOCRUZ
Fundacado Oswaldo Cruz

ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of disease caused by different species of protozoan parasites from
the genus Leishmania, that affects 88 countries around the world. Currently, the most
accepted approach to control the disease is a prophylactic vaccine. However, to develop such
a vaccine, it becomes necessary to understand the factors that regulate and participate in the
healing process as well as protection during and after natural infection. It is well established
that Thl-immune response is important for the protection against intracellular parasites.
Many studies evaluate this response only by the in vitro IFN-y production, but the evaluation
of this single parameter not always is sufficient to predict protection. The present work
assessed the quality of the Thl-immune response induced by different Leishmania antigens in
patients affected with the cutaneous form of American Tegumentary Leishmaniasis (ATL)
from Rio de Janeiro, Brazil. Using multiparametric flow cytometry to access surface markers
and cytokines, such as IL-2, TNF-a and IFN-y, as well as ELISA to measure IFN-y in culture
supernatants, we evaluated the immune responses induced by total antigens of stationary
phase promastigotes of L. (V.) braziliensis (LbT) and L. (L.) amazonensis (PH8T), as well as
subcellular components, composed of enriched fractions of L. (L.) amazonensis
promastigotes, in peripheral blood mononuclear cells of ATL patients, before and 140 days
after antimonial therapy, and healthy controls. Analysis of the T lymphocytes subpopulations
by flow cytometry did not show significant variations in the percentage of CD4+, CD8+ and
CD25+ cells induced by all different stimuli within the same group, or among the three
studied groups. The individual evaluation of integrated MFI (frequency x MFI) for each
cytokine assessed did not show any marked difference in the Thl-immune response induced
by the different stimuli; however, by assessing the contribution of the CD4+ phenotypes
producing 3, 2, or a single cytokine in the total Thl-immune response, we were able to
identify very interesting differences. In the group of patients analyzed after treatment, LbT
induced the highest proportion of multifunctional CD4+ T cells (producing IL-2, TNF-a and
IFN-y, simultaneously; 28%), followed by the membrane fraction of L. (L.) amazonensis
(PH8M; 23%), whereas PH8T induced the lowest proportion of multifunctional CD4+ T cells
(10%) and the highest proportion of single positive-cells for IFN-y (38%). Corroborating
previously published data, our results also showed that multifunctional CD4+T cells are those
with the highest mean fluorescence intensity for the three cytokines studied. The quantitative
evaluation of IFN-y by ELISA showed that LbT significantly induced the higher production
of this cytokine, in comparison to the other stimuli, both before and after treatment. This last
result appears to show a relationship with our flow cytometry data, in which the same antigen
was able to induce the highest percentage of multifunctional T cells, coincidently the cells that
produced the larger amounts of cytokines, in comparison to the other CD4+ T cells
phenotypes, as observed by the MFI values. Our results support the actual discussion about
the importance of evaluating not only the quantity, but also the quality of a Thl-immune
response by more than one parameter at a single-cell level, and indicate the importance of
studying multifunctional CD4+ T cells in the cure of of ATL lesions.
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1. INTRODUCAO

Esta dissertagdo visa como meta principal estudar a qualidade e magnitude da resposta
imune do tipo 1 de pacientes com a forma cutdnea da leishmaniose tegumentar americana
induzida in vitro por extratos totais de promastigotas de fase estacionaria de Leishmania (V.)
braziliensis e L. (L.) amazonensis e de fragdes enriquecidas em componentes subcelulares de
L. (L.) amazonensis. Este tipo de avaliacdo ¢ importante para a selecdo de imundgenos que
possam compor uma vacina contra leishmaniose, ja que a estratégia atualmente adotada para
se desenvolver uma vacina efetiva contra as leishmanioses envolve a compreensdo dos fatores
que regulam e participam na protecao durante e apds a infeccdo natural. Neste trabalho,
aplicamos uma diferente abordagem, que vem sendo recentemente relatada na literatura, no
estudo da resposta imune mediada por células em doengas infecciosas, e que envolve a
avaliacdo de mais de um parametro imunoldgico a nivel de uma unica célula, por citometria
de fluxo. A seguir, apresentamos uma revisao sobre aspectos gerais da doenga relacionados
com o parasita, formas clinicas e imunopatologia, assim como sobre a diferenciagao linear de

células CD4 Thl, baseada na producao de citocinas.

1.1 EPIDEMIOLOGIA E ASPECTOS HISTORICOS DA DOENCA.

As Leishmanioses sdo doencas antigas causadas por diferentes espécies de
protozoarios do género Leishmania, que afetam individuos em aproximadamente 88 paises,
localizados no sudeste da Europa, norte da Africa, Oriente Médio, subcontinente indiano,
Américas Central e do Sul (Desjeux, 2001). Sao doencas com um amplo espectro clinico, que
podem acometer a pele e/ou a mucosa (forma tegumentar) e 6rgaos internos como figado e
bago (forma visceral), dependendo da espécie envolvida e da resposta imune do hospedeiro
infectado.

Ha indicios de que a doenga seja muito antiga, pois foram encontrados relatos de
diferentes locais e ceramicas pré-incas do Peru e Equador representando pacientes com lesdes
na pele e mucosas do primeiro século a.C. (WHO, 2002).. O desfiguramento do nariz e da
boca causado pela forma mucocutanea da doenca ja foi chamado de “lepra branca”, pela
semelhanga com a lepra. Na India, a forma visceral era chamada de “kala-azar”, que quer
dizer febre negra. Em 1908, Leishman reconhece a semelhan¢a com a forma arredondada dos
trypanossomas, € no mesmo ano, Donovan descreve o parasita no calazar. O termo
Leishmania foi denominado por Ross, em 1903 (WHO, 2002).

No Brasil, desde 1829 existem referéncias com mengdes da doenca na Amazonia. Em
1895, Moreira identifica pela primeira vez o botdo endémico dos paises quentes, sendo

chamado de botao da Bahia. Na regido de Bauru (SP), aumentou-se o interesse pelo estudo da
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doenga com a epidemia que acometeu a populacdo e os operarios envolvidos na constru¢ao da
Estrada de Ferro Noroeste. Na época, Lindenberg encontrou os parasitos nos individuos
acometidos pela forma cutanea e Splendore os encontrou nas lesdes mucosas. Gaspar Vianna
finalmente nomeou esses parasitos de Leishmania braziliensis (Medeiros, 1999).

Estudos mais atuais tém demonstrado que a doenga aumentou a nivel mundial nas
ultimas décadas, devido a fatores como urbanizacao, devastagdo de florestas, resisténcia do
parasito as drogas atualmente utilizadas, falta de controle de reservatorios e dos vetores,
infecgdes oportunistas em individuos imunocomprometidos, turismo, fatores econdmicos e
conflitos politicos. A guerra do Iraque fez com que mais de 600 soldados americanos
contraissem a doenga (Gontijo & Carvalho, 2003). Outros fatores, como a melhora no
diagnostico e notificagdo dos casos podem ter contribuido para o aumento dos casos da
doenga.

A incidéncia anual é estimada em 1-1,5 milhdes de casos da forma cutanea ¢ 500.000
casos da forma visceral (Desjeux, 2001; Gontijo & Carvalho, 2003). Estima-se que 350
milhdes de pessoas estejam sob risco de contrair a doenca (Desjeux, 2004). Alguns fatores,
como desnutrigdo e infec¢des respiratdrias e intestinais, tornam as populagdes mais
suscetiveis a infeccdo. A forma visceral tem emergido como uma infecgdo oportunista entre
pacientes infectados pelo virus HIV em locais de endemicidade conhecida (Ebrahin, 2000).

Para efeitos didaticos, as leishmanioses sdo classificadas dependendo das regides
geograficas onde se apresentam: leishmanioses do Novo Mundo e do Velho Mundo. As
classificadas como do Velho Mundo sdo causadas por espécies de Leishmania encontradas na
bacia mediterranica, Oriente Médio, Africa e Asia. As leishmanioses do Novo Mundo
(visceral e tegumentar americana) sdo causadas por espécies encontradas nas Américas
Central e do Sul.

Essas doencas possuem duas principais situagdes ou entidades epidemiolodgicas: a
zoonotica e a antroponotica. No ciclo de transmissdo zoonotico, animais domésticos e
silvestres sdo considerados reservatorios e possuem o papel de manter e disseminar os
parasitas. Esse padrao estd presente tanto na América Latina quanto nos paises do Velho
Mundo e os fatores de risco para a doenga sdo a urbanizagdo, a devastagdo de florestas e as
migracdes de areas rurais para urbanas. No ciclo de transmissdo antroponotico, os humanos
sdo considerados a unica fonte de infec¢ao para o vetor flebotomineo. Esse ciclo abrange as
duas formas principais da doenca e estd restrito ao Velho Mundo, onde a migracdo de areas
rurais para urbanas e entre paises fronteiricos representa o principal fator de risco para

transmissdo da leishmaniose (Desjeux, 2001).



Alteragdes no ambiente modificaram a ecologia de algumas espécies, dos seus vetores
e, conseqlientemente, da epidemiologia das leishmanioses. Observa-se uma tolerancia e
adaptagdo do vetor flebotomineo as drasticas mudangas ecologicas. Algumas espécies
sofreram completamente ou parcialmente o processo de domiciliagdo (da Costa et al., 2007).
Teodoro e colaboradores (1999) relataram que, apesar das derrubadas de arvores e do uso de
inseticidas nos arredores de florestas, houve um aumento na populagdo de Lutzomyia

whitmani s.1., uma das espécies envolvidas na transmissao de L. braziliensis.

1.2 AGENTE ETIOLOGICO

O agente etioldgico das leishmanioses ¢ um parasita pertencente taxonomicamente ao
Reino Protista, Filo Sarcomastigophora, Classe Zoomastigophora, Ordem Kinetoplastida,
Familia Trypanosomatidae e Género Leishmania. Existem dois subgéneros com padrdes de
desenvolvimento diferentes no intestino do hospedeiro invertebrado: o grupo que foi
enquadrado no subgénero Viannia, que se desenvolve no intestino posterior ou “peripilaria”, e
o subgénero Leishmania, que cresce no intestino anterior € médio, ou secdo “suprapilaria”
(Killick-Kendrick et al., 1979; Lainson & Shaw, 1987; Sacks & Kamhawi, 2001).

O ciclo de vida ¢ heteroxeno e existem duas formas evolutivas do parasita: a
promastigota e a amastigota. A forma promastigota ¢ alongada, mede de 8 a 15 um, possui
um flagelo que emerge do corpo celular permitindo a sua motilidade, vive extracelularmente
na luz do trato digestivo do hospedeiro invertebrado (dipteros fémeas da sub-familia
Phlebotominae e dos géneros Luztomyia no Novo Mundo, e Phlebotomus no Velho Mundo).
A forma amastigota ¢ ovoide e mede de 3-5um, o flagelo ndo ¢ exposto, permanecendo
interiorizado num compartimento chamado bolsa flagelar que, além de compartimentalizar o
flagelo, realiza a endocitose e exocitose em ambas as formas evolutivas. Por microscopia
Optica, pode-se identificar o nucleo oval ou redondo e também o cinetoplasto,que ¢ a
mitocondria.A forma amastigota ¢ obrigatoriamente intracelular, hospedando-se
principalmente nos macrdéfagos dos hospedeiros mamiferos de varias espécies (Gontijo &
Carvalho, 2003; Singh, 2006).

A principal forma de infeccdo ¢ pela picada do flebétomo infectado, que durante o
repasto sanguineo “regurgita” as formas promastigotas na pele do vertebrado. Outra forma de
transmissao € a parenteral, através de acidentes de laboratorio e, no caso da forma visceral da
doenca, por transfusdo de sangue e compartilhamento de seringas (Herwaldt, 1999). Existem
também relatos de caso sobre a transmissdo sexual e da possibilidade de transmissdo através

de fluidos contaminados de pacientes com leishmaniose visceral (Singh, 2006).



Como referido anteriormente, a doenga possui diferentes formas clinicas, dependendo da
espécie da Leishmania e do status imunoldgico do hospedeiro vertebrado, podendo ocorrer a
forma cutanea, mucocutanea, difusa e visceral. Clinicamente, divide-se a doenca em dois
grandes grupos: visceral e tegumentar. A forma visceral ¢ a mais grave e pode ser letal se ndo
tratada. E causada por espécies viscerotropicas como L. (L.) chagasi que parasitam Orgaos
internos, principalmente aqueles ricos em fagdcitos mononucleares, como figado, bago,
medula 6ssea e linfonodos.A forma cutanea afeta a pele e/ou mucosas e, dependendo da
espécie e da resposta imune do individuo infectado, tem auto-resolugdo, porém pode trazer
problemas sociais aos pacientes dependendo da localizacdo das lesdes. No Afeganistdo, onde
as lesdes ocorrem comumente no rosto, as mulheres afetadas pela doenca sdo julgadas

inapropriadas para o casamento e de terem filhos (Reithiger, 2003).

1.3. CICLO BIOLOGICO

Apds a copula, o diptero flebotomineo do sexo feminino ndo infectado que se
alimentava de seiva de plantas, passa a ter a necessidade de se alimentar de sangue para
maturar os seus ovos (www.fiocruz.br). Entdo, realiza o repasto sanguineo em um hospedeiro
mamifero, com ajuda de substincias secretadas junto a saliva, que possuem efeito
anticoagulante, vasodilatador e antiplaquetario (Lerner et al., 1991). Se o hospedeiro estiver
infectado, ocorre a aspiragdo dos macrofagos parasitados, contendo as formas amastigotas,
junto ao sangue. As amastigotas chegardo ao intestino médio ou posterior. Apods
aproximadamente 18h, ocorrerd a transformacdo para a forma promastigota, a qual ird sofrer
multiplicagdes e diferenciacdes até chegar na forma evolutiva chamada promastigota
metaciclica, que ndo se divide mais e migra para as regioes da faringe, es6fago e probdscide
do inseto. No momento da picada e aspiragdo do sangue, as formas metaciclicas sdo
regurgitadas na derme do hospedeiro mamifero (Sacks et al., 2001).

As formas promastigotas infectam preferencialmente células fagociticas,
principalmente macrofagos e células dendriticas, e podem infectar também outras células,
como neutrofilos e fibroblastos (Kima, 2007). Elas expressam lipofosfoglicano (LPG) ¢ a
metaloprotease gp63 em sua superficie, que sdo fatores de viruléncia importantes e estdo
envolvidas na adesdo ao macrofago. A entrada na célula ¢ feita através de dois tipos de
fagocitose: o mecanismo zipper € a captura por pseudopodes em espiral. O primeiro
mecanismo provoca a iniciagdo de um recrutamento de actina e outros componentes do
citoesqueleto para a regido de ligagcdo do parasita, ocorrendo a formagdo de um pseudodpode
que engolfa o parasita em um fagossoma. Ja no segundo mecanismo, ocorre a formagao de

pseuddpodes em espiral ao redor do parasita, que realizam a captura deste para o meio
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intracelular (Ritting & Bogdan, 2000; Handman et al., 2002). A interagdo do parasito com
receptores do complemento pode ocorrer por ativagdo de C3 e ligagdo do fragmento C3bi
(C3b inativado) ao receptor de complemento (CR) ou ocorre ligagdo direta, independente do
soro, da gp63 e lipofosfoglicano aos receptores de complemento. A participagdo dos
receptores de complemento ndo desencadeia o burst respiratorio, facilitando a sobrevivéncia
dos parasitos (Russel & Wright, 1988).

A Leishmania ¢ interiorizada no fagossoma que € continuo com a membrana externa.
O fagossoma sofre uma modificacdo através da fusdo com lisossomas secundarios, resultando
numa estrutura chamada fagolisossomo ou vactiolo parasitoforo (VP). O VP ¢é um
compartimento acido e apresenta mecanismos enzimaticos com capacidade microbicida. A
infec¢do inibe a producao de superdxidos e peroxido de hidrogénio, mas o pH e o transporte
vesicular ndo sdo alterados (Antoine et al., 1990). Dependendo da espécie, pode-se encontrar
um amastigota individualmente em um VP que se divide e secreta novos vactiolos com um
unico parasita em cada um, como no caso das espécies L.(L.) donovani, L (L.) chagasi e L.
(L.) infantum (causadoras da forma visceral), ou varios amastigotas convivem em um so
vacuolo que vai se expandindo continuamente até o vactiolo arrebentar e liberar os parasitos,
como no caso de L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis e L. (L.) piffanoi. As repetidas
divisdes binarias levam a lise das células e a liberagao das novas formas amastigotas, que vao
invadir outras células, perpetuando o ciclo vital (McMahon-Pratt & Alexander, 2004; Kima,
2007). A doenga, uma vez instalada, pode evoluir para a cura, para a cronicidade ou até mesmo para a

morte do paciente, neste tltimo caso, se a espécie for viscerotropica.

1.4 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

Devido as diferencas geograficas, epidemiologicas e clinicas da forma tegumentar, ela
vem sendo classificada em: Leishmaniose tegumentar do Velho Mundo e Leishmaniose
tegumentar americana (LTA) (Grimaldi et al., 1989). A LTA estd presente principalmente na
América do Sul, com exce¢dao do Chile e do Uruguai, e também no sul dos Estados Unidos.
No Brasil, a doenga estd presente em todos os estados, e atualmente as regides Sudeste,
Centro-Oeste, Nordeste e a regido Amazonica t€m sofrido surtos epidémicos (Gontijo &
Carvalho, 2003). Sua incidéncia ¢ inversamente proporcional ao PIB per capita (Moddaber et
al., 2007).

No Brasil, sete espécies foram identificadas como agentes etiologicos: L. (V.)
braziliensis, L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi , L. (V.)
lindenberg e L. (V.) shawi, sendo que as trés primeiras sdo as espécies mais prevalentes. Entre

todas as espécies, destaca-se atencao para as espécies L. (V.) braziliensis, cuja infeccdo pode



complicar-se e causar a forma mucocutanea da doenca, sendo também a mais prevalente no
Brasil, e a L.(L.) amazonensis que pode causar a forma difusa da doenga (MS, 2007).

O ciclo de transmissdo esta associado originalmente as areas florestais, mas o parasita
tém se adaptado ao ambiente doméstico, o que dificulta estratégias especificas para o controle
(Laison, 1983). As espécies de vetores que estdo envolvidas no ciclo de transmissdo da LTA
sd0: Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcomei ¢ L.
migonei. As espécies de Leishmania exibem preferéncias para espécies particulares de
flebotomineos, embora isso ndo seja absolutamente especifico (MS, 2007).

Infecgdes por leishmanias que causam a forma tegumentar da doenca foram descritas
em animais silvestres, sinantrépicos e domésticos. Entre os animais domésticos, estdo os caes,
gatos e cavalos. Como as infecgdes estdo aumentando no ambiente doméstico e tem-se
observado altas taxas de infeccdo nesses animais, acredita-se que eles possuam papel de
reservatorios da doencga (Reithiger et al., 1999).

A LTA divide-se principalmente nas seguintes formas clinicas:

a) Forma inaparente ou assintomatica:

Refere-se aos casos de individuos que foram infectados por Leishmania, mas que nao
desenvolveram a doenga. O teste de Montenegro, que ¢ um teste cutaneo de
hipersensibilidade feito com antigenos de Leishmania, pode ser positivo nos pacientes com
essa forma. J4 foi observada, em darea endémica, uma prevaléncia de 10% de individuos
sadios, com o teste de Montenegro positivo (Follador et al., 2002; Fagundes et al., 2007).

b) Leishmaniose linfonodal ou ganglionar:

Refere-se ao acometimento dos vasos linfaticos e linfonodos sem o aparecimento de
lesdes cutaneas. S3ao causadas por parasitos do subgénero Viannia como L. (V.) braziliensis
(Barral et al., 1992; Harms et al., 2001).

¢) Leishmaniose cutanea (LC):

c.1) LC localizada ¢ a forma mais freqiiente. No Brasil, ¢ causada principalmente pelas

espécies L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis. A lesdo tipica ¢ uma
ulcera cutdnea com borda elevada em moldura, podendo ou niao ser acompanhada de
linfadenopatia regional ou linfangite patente. O periodo de incubagdo varia de 10 a 60 dias.
No local de inoculagdo das promastigotas infectantes pelo flebotomineo, surge uma papula
eritematosa que se torna firme e, na maioria dos casos, sofre ulceracdo (Marzochi, 1992). As
lesdes normalmente sao unicas ou em pequeno numero, € acometem de forma mais comum as
areas expostas. As lesdes podem evoluir para a cura espontdnea em até 50% dos casos e

geralmente evoluem com boa resposta ao tratamento especifico (Cubba, 1984). Na Regido



Norte, as lesdes multiplas sdo freqiientemente causadas por L. (V.) guyanensis, e parecem
estar relacionadas as multiplas picadas do vetor flebotomineo (MS, 2007).

c.2) LC disseminada: As espécies relacionadas causadoras dessa forma sao: L. (V.)
braziliensis e L. (L.) amazonensis. E uma forma rara, acometendo por volta de 2% dos casos,
cujo quadro caracteriza-se por numerosas lesdes papulosas, ulceradas ou acneiformes
distribuidas pelo corpo. Em geral, ela ¢ definida quando ha mais de 10 lesdes sobre varias
regioes do corpo. No periodo inicial da doenga, o paciente possui uma ou mais lesdes
primarias localizadas e, em poucos dias, ocorre progressao da doenca com o aparecimento de
lesdes distantes do local inicial da picada (Carvalho et al., 1994).

c.3) LC difusa: E uma das formas mais raras e estd situada no polo anérgico da

doenca, ou seja, ocorre falta de imunidade mediada por células especifica ao parasita. Possui
como agente etioldgico no Brasil somente a L. (L.) amazonensis. A distribui¢do geografica
abrange a Amazonia (Pard, Amazonas e Maranhdo), Bahia, Goids e Minas Gerais, mas
também foi descrito recentemente um caso autéctone no Rio de Janeiro (Azeredo-Coutinho et
al., 2007). O inicio da doenga ¢ lento, apresentando-se uma lesao localizada que nao responde
ao tratamento e evolui progressivamente para a forma difusa. Caracteriza-se pela formacao
de placas infiltradas e nodulos pelo corpo inteiro, sem ulceragdo ou acometimento mucoso. A
resposta terapéutica é pobre ou ausente.

c.4) LC recidivante (recidiva cutis): Trata-se da recidiva da leishmaniose cutanea, que

em geral se inicia na borda de cicatriz de lesdo que foi curada. Caracteriza-se por papulas ou
tubérculos da cor da pele ou hiperemiadas, com sinais de inflamagdo e descamacdo,
localizadas na periferia da cicatriz antiga, a recorréncia surge dentro de um ano ap6s a cura da
doenga inicial (Saravia et al., 1990).

d) Leishmaniose mucosa e mucocutianea (LM):

Tem como caracteristica principal a destrui¢do tecidual progressiva associada a intensa
resposta inflamatdria nas mucosas do nariz, faringe, palato, labio superior e laringe (Amato et
al., 2003). No Brasil, o principal agente etiologico causador dessa forma ¢ a L. (V.)
braziliensis. Cerca de 1 a 10% dos pacientes infectados por esta espécie desenvolvem a forma
mucosa. A LM apresenta uma resposta imune celular exacerbada, ocorrendo grande perda
tecidual e baixa carga parasitaria (Carvalho et al., 1994). Geralmente, as lesdes mucosas
surgem depois da cura espontdnea ou com um tratamento ineficiente da tlcera cutanea. A
maioria dos pacientes apresenta cicatriz indicativa de LC anterior. Em alguns individuos com
LM, ndo se encontra a presenca de cicatriz de lesdo antiga; esta situagdo foi denominada LM
indeterminada. Supde-se que estes individuos tenham tido uma lesdo cutanea fugaz, passando

despercebida. Existem também casos em que a infeccdo iniciou na semimucosa exposta,
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como no labio, denominando-se LM primaria. J& em outros dois casos, verificam-se lesdes
cutdneas e mucosas, caracterizando a mucocutdnea concomitante ou por contigiiidade com

lesdo de pele que se estende a mucosa (Marzochi, 1992).

1.5 TRATAMENTO E PROFILAXIA

O diagnoéstico da LTA compreende a associagdo de dados clinicos, laboratoriais e
epidemiologicos, ja que os sinais e sintomas clinicos ndo sdo patognomicos para fechar o
diagnodstico. As lesdes podem ser confundidas com as de tulceras tropicais, impetigo,
hanseniase, sifilis terciaria, bouba, blastomicose, cancer de pele, etc. (Singh, 2006). O
diagnostico laboratorial se divide em trés grupos de exames: parasitologicos, imunoldgicos e
moleculares.

Para o diagndstico parasitologico, os espécimes sdo obtidos através da escarificagdo ou
bidpsia de lesdo. Também pode ser feita a pungdo aspirativa caso houver necessidade de
investigacdo de comprometimento ganglionar primario. No exame parasitologico direto, €
realizada a pesquisa de formas amastigotas em laminas de impressao por aposi¢do de material
proveniente de bidpsia, ou diretamente em lamina com material proveniente de escarificagao e
puncdo aspirativa, corados pela técnica de Giemsa ou Leishman. O exame parasitologico
indireto visa o isolamento do agente infeccioso em meios de cultivo apropriados, como o
NNN, Schneider ou BHI. Pode-se inocular o material suspeito em animais de laboratério,
sendo o hamster e o camundongo da linhagem Balb/c, os animais de escolha. Esse tltimo
método ¢ utilizado em instituicdes de pesquisa, € ndo constitui um método pratico de
diagnostico pelo fato da evolugdo da infeccdo levar meses. Alguns estudos tém sido
realizados a fim de implementar outras metodologias auxiliares, como a imunohistoquimica e
o PCR, através da deteccao de parasitos nas lesoes ativas (MS, 2007).

Os testes imunologicos incluem a intradermorreacdo de Montenegro (IDRM), a qual
se baseia no desenvolvimento de reacao de hipersensibilidade tardia especifica ao antigeno de
Leishmania inoculado intradermicamente, a imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (Salman et al., 1999).

Para o tratamento da LTA, o Ministério da Satde preconiza a utilizagdo do antimonial
pentavalente (antimoniato-N-metil-glucamina) como droga de primeira escolha. A
anfotericina B ¢ considerada droga de segunda escolha, empregada quando ndo se obtém
resposta ao tratamento com o antimonial ou na impossibilidade de seu uso, porém apresenta
maior potencial toxico do que a droga de primeira escolha. H4 uma necessidade urgente no
desenvolvimento de novos tratamentos para a doenca, devido aos efeitos colaterais e danos ao

organismo que as drogas atualmente disponiveis causam ao paciente. Além disso, o custo do
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tratamento com antimoniais ¢ alto: estima-se que o governo gaste aproximadamente dois
milhdes e meio de ddlares para tratar trinta e cinco mil pacientes (Modabber et al., 2007).

Para evitar a transmissdo das leishmanioses, propdem-se medidas de prevencao
focadas no controle do vetor e controle da infec¢do dos animais que possuem papel de
reservatorio da doenca. Entre as medidas viaveis estdo: a utilizagdo de inseticidas em
ambientes domésticos de area endémica, utilizagdo de repelentes onde os vetores possam ser
encontrados, uso de mosquiteiros de malha fina, limpeza de quintais, terrenos e abrigos de
animais domésticos, para impedir que haja a formagdo de criadouros de flebotomineos, e
destino adequado do lixo organico, para que se evite a aproximag¢ao de mamiferos que podem
ser fonte de infeccdo para os flebotomos. Como o cdo ¢ um importante reservatorio
doméstico, tem-se usado com sucesso colares impregnados com inseticidas para se evitar a
infeccdo, pois o tratamento de animais doentes ndo ¢ uma medida aceita, ja que pode conduzir
ao risco de selecionar parasitos resistentes as drogas utilizadas para o tratamento de casos
humanos (Reithinger et al., 2004).

O controle da doenga ¢ considerado complexo por varios motivos, mas principalmente
porque o parasito se mantém em um ciclo silvestre primario de transmissao, justificando o
desenvolvimento de uma vacina eficaz e segura que possa vir a ser usada nos humanos e
também em animais domésticos. O desenvolvimento de uma vacina ¢ considerado por muitos
autores a melhor alternativa para o controle da doenca e com melhor custo/beneficio. No
entanto, ndo existe atualmente uma vacina contra Leishmania licenciada para uso humano no
mundo. Vérias preparagdes de vacinas estdo sendo testadas e encontram-se em estidgio de
desenvolvimento mais ou menos avancado (Handman, 2001). Atualmente, duas vacinas
desenvolvidas contra a leishmaniose visceral foram licenciadas no Ministério da Agricultura e
liberadas comercialmente para uso veterinario: a Leishmune® (http://www.fortdodge.com.br)

e a LeishTech® (http://www.hertapecalier.com.br).

1.6 RESPOSTA IMUNE NA LEISHMANIOSE.

A habilidade do parasito em invadir e se replicar no interior de macréfagos tem sido
alvo de varios estudos cientificos. A multiplicacdo e sobrevivéncia ocorrem no interior de
macréfagos quiescentes, € a morte estd ligada ao processo de ativacdo destas células. A
consequéncia da infeccdo ¢ determinada pela natureza e magnitude de respostas imunes de
células T e de citocinas na fase inicial da infecgdo (Reed & Scott, 1993).

O processo imune comega logo apds o repasto sanguineo, quando o flebotomineo

regurgita entre 100 a 1.000 promastigotas na derme do hospedeiro. Para sobreviver, os
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parasitos devem resistir a exposi¢do aos componentes do soro e a destrui¢ao pelas células do
sistema imune inato que sdo residentes ou recrutadas para a pele. A pele é um o6rgao
imunologico complexo na qual multiplas células do sistema imune inato protegem o
hospedeiro de patogenos infecciosos (Tabela 1.1). A pele normal de adultos contém um
nimero substancial de células T, quase o dobro de células presentes na circulagdo, conferindo
papel importante na resposta imune local (Clark et al., 2006).

As formas metaciclicas regurgitadas entram rapidamente em contato com
componentes do soro, ocorrendo a ligacdo de moléculas do sistema complemento e ativacao
das vias classica e alternativa, mas resistem a lise pelo complemento devido a presenca de
cadeias de LPG mais alongadas em suas superficies, em comparagdo as outras formas nao
metaciclicas (Mosser & Brittingham, 1997; Bogdan & Rollinghoff, 1998). As ligacdes de
C3bi e outras moléculas do complemento a superficie do parasito levam a opsonizagao,
promovendo a fagocitose. Muitas células inflamatdrias, como macrofagos e neutrdfilos,
chegam ao local da invasao do parasito, atraidas pelas moléculas do complemento e por
quimiocinas liberadas no local (MIP-1 e MIP-2). Os macréfagos possuem uma variedade de
mecanismos de defesa contra patdgenos intracelulares, dentre eles a producdo de
intermedidrios reativos do oxigénio (IROs) e do nitrogénio (IRNs). Apesar de serem
suscetiveis a estas moléculas, os parasitos desenvolveram uma variedade de mecanismos para
lidar com o stress oxidativo, dentre eles a inibicao da atividade PKC e a produgdo de enzimas,
como a tripanotiona e arginase (Moreira et al., 2009). Esta ultima ¢ capaz de competir e
interferir nas vias de utilizagdo de L-arginina das células hospedeiras, levando a deplecao de
L-arginina (necessaria para a produg¢do de 6xido nitrico pela enzima 6xido nitrico sintase),
com consequente diminuicdo da producdo de oOxido nitrico e aumento da produgdo de
poliaminas (como a espermidina), essenciais para o crescimento e diferenciacdo dos parasitas

(Vincendeau et al., 2003; Colotti et al., 2011).
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Tabela 1.1.: Células do sistema imune inato e seus papéis na Leishmaniose murina. (Adaptada

de Nylén & Gaudam, 2010)

Célula da
imunidade inata

Queratindcitos (epiderme)

Células de Langerhans
(epiderme)

Células dendriticas (derme)

Macroéfagos (derme)

Células dendriticas
plasmocitoides (pDC)

Mastocitos

Células dendriticas
inflamatorias derivadas de

monocitos (derme inflamada)

Neutrofilos
Polimorfonucleares

Células Natural-Killer (NK)

Funcao geral

Sensores de injuria e
infeccao

Apresentacao antigénica,
inducao de toleracia
periférica, indugdo de Th2,
cross-priming de T CD8+.

Vigilancia do sistema
imune, apresentacao
antigénica, apresentagao
cruzada as células T CD8+

Atividade antimicrobiana e
producdo de mediadores
pro e anti-inflamatorios

Produgao de IFN-q,
ativagao de células T, B,
NK e dendritica mieloide

Regular a resposta
inflamatoéria pelos
neutrofilos

Células inflamatorias,
estimulagdo de célula T,

producdo de IL-12, iNOS e
TNF-a

Destruigao de patogenos

Fonte inicial de IFN-y

Observagoes na
leishmaniose murina

Nao esclarecido

Fungao desconhecida; nao ¢
necessaria para inducao de
resposta Thl.

Sensores de infec¢des

Células hospedeiras

Capazes de induzir a imunidade
protetora

Células “sentinelas” contribuem
para o recrutamento de células
dendriticas. Também relacionadas
a patologia e suscetibilidade.

Indugdo da imunidade protetora.
Sao células hospedeiras nas fases
tardias da doenga (no camundongo
resistente)

Hospedeiros temporarios de
Leishmania; Fungdo protetora ou
relacionados a patologia na fase
tardia da doenca.

Contribui para a resisténcia inicial
contra o parasito

Outro mecanismo de evasao utilizado para o estabelecimento da infecgdo ¢ através da

entrada em granulocitos. Os neutrofilos estdo entre os primeiros tipos celulares que sdo
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infectados pela Leishmania, e essa infeccdo desencadeia a liberacdo de substancias que atraem
os macrofagos. Eles, por sua vez, fagocitam e produzem a citocina anti-inflamatoria TGF-f.
(Stebut et al., 2003).

Quando o sistema de evasdo ¢ bem sucedido e a imunidade inata ndo consegue
controlar a infeccdo e a multiplicacdo do parasito, cabe a resposta imune adaptativa cumprir
esse papel. A resposta imune adaptativa consiste no reconhecimento do antigeno, ativacao
dos linfocitos especificos, fase efetora, apoptose de clones efetores € manutencao de células
de memoria imunolédgica (Abbas & Lichtman, 2003). Para que a resposta imune adaptativa
entre em a¢do, uma célula da imunidade inata deve realizar a apresentac¢do antigénica para um
linfocito T virgem, que reconhece especificamente o antigeno. O sinal para ativacdo depende
da ligagao do complexo antigeno e MHC de classe I ou II da célula apresentadora de antigeno
(APC) com o receptor TCR do linfécito T CD8 ou CD4, respectivamente. Como a
Leishmania ¢ um parasito intracelular residente dos vacuolos parasitofaros de células
fagociticas, o antigeno do parasito ¢ comumente processado para ser apresentado para os
linfocitos CD4, via MHC classe II. Ainda ndo se sabe exatamente como os linfocitos CD8
sao ativados pela via de apresentagcdo por MHC de classe I, particularmente como os
conteudos do vacuolo parasitoforo alcangam o citosol, e sdo degradados pelo proteasoma e
transportados para o reticulo endoplasmatico, onde os peptideos se ligam as moléculas de
MHC classe I; mas sabe-se que a participacao dos linfécitos CD8 ¢ de grande importancia na
protecdo e cura da doenca, através da producdo de IFN-y e pela atividade citotdxica, levando a
morte os macrofagos infectados (Rostami et al., 2010).

Um segundo sinal ¢ provido por moléculas co-estimulatorias, as mais comuns sendo
B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), que sao expressas nas APC e se ligam a CD28 na superficie da
célula T. A ligacdo do B7 ao CD28 emite sinais para o linfocito, que induz a expressao de
moléculas anti-apoptoticas e estimulam a produc¢do de fatores de crescimento e outras
citocinas (como IL-2), promovendo a ativagdo e sobrevivéncia dos linfécitos T. Uma vez
ativadas, as células T expressam proteinas que contribuem para a sustentagao ou modificacao
dos sinais co-estimulatoérios (Bour-Jordan & Bluestone, 2002; Sharpe & Freeman, 2002).

A partir deste ponto, a evolucao da infec¢do pode tomar varios rumos, dependendo dos
tipos de células, da qualidade da resposta mediada por citocinas envolvidas na resposta imune
e da espécie de Leishmania envolvida no processo patogénico, que como mencionado
anteriormente, estdo diretamente relacionados com o tipo de manifestagao clinica.

Por varios anos, estudos em modelos animais tém ajudado a elucidar os mecanismos
celulares e moleculares envolvidos durante a resposta imune contra Leishmania sp., € t€ém

mostrado a importancia de varios fatores que influenciam a progressdo da doenga apds a
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infeccdo (Requena et al., 2004). Os fatores variam entre a cepa do parasita infectante, o
método de inoculagdo e a genética do hospedeiro. Apesar dos resultados obtidos com animais
em relacdo aos fatores imunoldgicos € os mecanismos envolvidos na complexa interagao
parasito-hospedeiro, ndo se deve extrapolar e interpretar totalmente esses resultados para os
seres humanos, devido as diferencas intrinsecas que existem entre os sistemas (Sacks &
Noben-Trauth, 2002; Gollob et al., 2008). A vantagem de se utilizar camundongos para
estudos de resposta imune ¢ a facilidade de manuten¢do dos animais em laboratério e de
manipulagdo genética, levando ao desenvolvimento de linhagens de camundongos knock-out
para genes de interesse (Mestas & Hughes, 2004).

Viarios grupos vém se dedicando ao estudo de modelos experimentais
filogeneticamente mais proximos ao homem, sendo os primatas ndo humanos do Velho
Mundo os mais estudados (Marques da Cunha, 1994; Lainson & Shaw, 1977; Lainson &
Bray, 1966; Amaral et al., 1996; Teva et al., 2003; Porrozzi et al., 2006). Estes animais
apresentam evolu¢do clinica muito semelhante & doenca humana (tanto nas leishmanioses do
Velho Mundo, como nas do Novo Mundo), e sdo uma ferramenta importante, ndo s para se
estudar a imunopatologia da infeccdo, como também para o estudo de antigenos candidatos
vacinais (Amaral et al., 2002; Grimaldi, 2008; Porrozzi et al., 2006). Infelizmente, torna-se
necessaria uma estrutura dispendiosa e complexa para manutengdo dos animais em condig¢des
aceitas pelos comités de ética em pesquisa, o que inviabiliza sua utilizagdo em paises com
menos recursos (Gibbs et al., 2007; Nikolich-Zugich, 2007; Souza-Lemos et al., 2008).

O papel relevante das citocinas envolvidas na resposta imune contra Leishmania tem
sido confirmado a partir de experimentos feitos em camundongos transgénicos e utilizando
anticorpos anti-citocinas, ou anti-receptores de citocinas. Observam-se dois padroes de
respostas imunes entre as linhagens de camundongos: os animais C57BL/6 e C3H
apresentam-se resistentes a infec¢do, pois montam uma resposta imune predominantemente
do tipo 1 (T helper 1), com alta producdo de IFN-y; enquanto os camundongos da linhagem
Balb/c, falham no controle da infec¢do e desenvolvem lesdes progressivas e doenga sistémica,
respondendo com alta producao de IL-4 por células Th2. Experimentos em camundongos
Balb/c knock-out para o gene IL-4, e em camundongos tratados com anticorpo anti-IL-4, que
eram capazes de curar a infec¢do (Sadick et al., 1990; Chatelain et al., 1992) demonstraram
que a producdo de IL-4, na fase inicial da infec¢do, direciona a diferenciagdo de células T
CD4+ virgens, em cé¢lulas Th2. Por outro lado, camundongos naturalmente resistentes knock-
out para IL-12, passaram a adquirir o perfil de suscetibilidade assim como os camundongos
suscetiveis, depois de tratados com IL-12, tornam-se resistentes a infeccdo (Morhs et al.,

1999).
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Para que a resposta imune se inicie, a APC, na maioria das vezes uma célula
dendritica, deve fazer apresentagdo antigénica para a célula T CD4. A interagdo das moléculas
co-estimulatérias com seus respectivos ligantes (CD40-CD40L, OX40-OX40L, CDS80-
CTLA4/CD28), junto com o ambiente de citocinas presentes no local, promove a
diferenciagdo da célula T virgem em célula Thl ou Th2. Na resposta imune do tipo Thl, a
célula dendritica pode ser ativada pela ligacdo de seu receptor do tipo Toll (TLR) com um
padrdo molecular associado a patdogeno (PAMP), passando a produzir IL-12, assim
promovendo a diferenciacdo de células CD4 Thl e as moléculas STAT-1 e STAT-4 sao
ativadas, e levam a producao de IFN-y, TNF-a e IL-2 pelo fator de transcri¢cao T-bet (Szabo
et al., 2002). Na resposta imune do tipo Th2, a inabilidade do antigeno ativar a célula
dendritica a produzir IL-12, resulta na diferenciacdo de células produtoras de IL-4. Além
disso, os antigenos e o proprio ambiente tecidual podem induzir a célula dendritica a produzir
IL-4 ou IL-10. STAT-6 ¢ ativada especificamente pelo receptor de IL-4, ocorrendo a liberagao
do fator de transcricdo GATA-3, e consequentemente a producdo de citocinas da resposta
imune do tipo Th2, como IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 ¢ TGF-B. Por outro lado, Bcl-6, ROG
(repressor de GATA) e FOGI1 regulam negativamente a diferenciagdo de Th2, através da
inibicdo da atividade de STAT6 e GATAL1. A familia SOCS, supressoras de citocinas, inibem
as respostas imunes Thl e Th2, através do bloqueio da atividade de STAT (Figura 1.1)
(Sacks & Noben-Trauth, 2002).
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Figura 1.1.: Modelo murino do desenvolvimento das respostas imunes dos tipos Thl e Th2

por Leishmania (L.) major. Sacks & Noben-Trauth, 2002.

TNF-a ¢ uma citocina tipica da resposta imune Thl, e é produzida por macréfagos
ativados, linfocitos T, células NK, além de outros tipos celulares. Nos modelos de infecg¢ao
por Leishmania, TNF desempenha um papel na protecdo contra os parasitos, agindo em
sinergismo com [FN-y. Acredita-se que o seu efeito protetor deve-se a habilidade de ativar os
macrofagos, controlando a carga parasitaria. Carrier e colaboradores (1990) observaram que o
tratamento com anticorpo anti-TNF tornava as lesdes maiores nos camundongos
geneticamente resistentes, em relagdo ao grupo que nao recebeu o tratamento. Em humanos,
existem relatos de casos em que pacientes com artrite reumatoide, tratados com antagonistas
de TNF, tiveram a recorréncia dos sintomas clinicos de leishmaniose (Franklin et al., 2009;
De Leonardis et al., 2009).

Até pouco tempo atrds, achava-se que a IL-10 ndo era importante no estabelecimento

da infec¢do por Leishmania, j4 que o tratamento de camundongos BALB/c com anticorpos
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monoclonais anti-IL-10 ndo tinha um efeito marcante na regressdo da infec¢do (Chatelain et
al., 1999). Estudos, como o realizado por Belkaid e colaboradores (2001), demonstraram a
importancia desta citocina no estabelecimento da infec¢do por Leishmania (L.) major, € na
persisténcia parasitaria, e sugeriram que a IL-10 poderia estar atuando como inibidora dos
possiveis efeitos protetores gerados por [FN-y, através do bloqueio da secre¢dao de IL-12 por
macrofagos ativados e células dendriticas. Por outro lado, IL-10 pode atuar como citocina
homeostatica, regulando a producdo exacerbada de IFN-y. Este efeito foi observado em
células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes com a forma cutanea da
doenca (Bacellar et al., 2002).

Os fendtipos Thl7 e Treg vém sendo muito bem estudados, e parecem possuir
importantes fungdes na indugdo e no controle da resposta inflamatoria, respectivamente (Korn
et al., 2009; Anderson et al., 2005). As células CD4+ regulatorias sao divididas em duas
categorias: células regulatorias naturais FOXP3+ (CD4+CD25"¢"), oriundas do timo, e células
regulatorias induzidas por antigeno, que sdo geradas na periferia (ex. Trl e Th3). Este
segundo tipo pode ou ndo expressar FOXP3. Todos os dois tipos sdo fontes de IL-10 e
participam na resposta anti-inflamatéria, impedindo o dano tecidual, e a falta dessas células
tem sido relacionada a doengas autoimunes (Kane & Mooser, 2001). No modelo murino de
doenca cronica de leishmaniose, notou-se que células Thl produtoras de IFN-y podem ser
fontes de IL-10, atuando como um mecanismo de auto-regulagdo para minimizar a
imunopatologia mediada pelas células T (Anderson et al., 2005). Nos seres humanos, as
células CD4+ CD25"¢" regulatdrias sdo encontradas nas lesdes cutineas, € células FOXP3+ e
IL-10 intralesionais tém sido associados a falta de resposta ao tratamento na infec¢io por L.
(L.) amazonensis (Burreau et al., 2009)

As células Th17 sdo células T helper pro-inflamatorias que produzem a citocina IL-17,
com capacidade de induzir recrutamento, migracdo e ativa¢do de neutrofilos. Tém-se
observado que esta citocina participa na protecao de epitélios contra bactérias extracelulares e
fungos, mas também estdo envolvidas com imunopatologias graves (Korn et al., 2009). Na
leishmaniose experimental, as células Th17 t€m sido associadas com a destrui¢ao tecidual,
pois os camundongos Balb/c deficientes para a citocina apresentam lesdes menores € com
menos neutrofilos, em comparagdo as lesdes de camundongos normais. Ja niveis elevados
dessa citocina nao conferiram diminui¢ao da carga parasitaria (Lopez et al., 2009).

O modelo convencional de infeccdo subcutanea por L. (L.) major utiliza alta carga
parasitéria (até 107 por indculo) em relagdo ao numero de parasitos regurgitados normalmente
pelo flebotomineo, geralmente na fase estaciondria de cultura e inoculados por via subcutanea

(Sacks & Noben-Trauth, 2002). Outras varidveis t€ém sido introduzidas ao modelo, e em
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alguns casos, alterando os padrdes de resposta imune e de patologia pré-estabelecidos, elas
podem envolver o estigio do desenvolvimento dos parasitos (formas promastigotas
metaciclicas purificadas ou promastigotas de fase estacionaria), carga parasitaria mais baixa
(10 a 1.000 parasitas), rotas alternativas de inoculagdo (vias intradérmica, intravenosa,
intranasal) e infec¢@o natural através da picada do vetor flebotomineo infectado (Sacks et al.,
1984; Bretscher et al., 1992; Nabors et al., 1995; Kanhawi et al.,2000).

Vale ressaltar também que, no modelo de infeccdo subcutinea, nem sempre os
camundongos C57BIl/6 e Balb/c sdo respectivamente resistentes e suscetiveis a infec¢ao por
todas as espécies de Leishmania. Na infec¢ao por L. (V.) braziliensis, ambas as linhagens sao
resistentes, ndo ocorrendo o desenvolvimento de lesdes progressivas. Jé a infecgdo por L. (L.)
amazonensis, ambas as linhagens sdo suscetiveis, tendo sido observado no camundongo
C57Bl/6 supressao das citocinas TNF-a e IL-12, incluindo a inibicado da maturacao de células
dendriticas e producdo de quimiocinas por elas (Maioli et al., 2004).

O paradigma Th1/Th2 ndo tem se mostrado capaz de explicar a imunopatologia da
cura e progressoes das infecgdes no modelo murino, nem mesmo na infec¢do por L. (L.)
major. Surpreendentemente, Sacks e colaboradores (2005) demonstraram uma infecgdo com
lesdes progressivas com alta carga parasitaria no camundongo C57Bl/6 por L. (L.) major
proveniente de um paciente que ndo se autocurou, € a resposta imune predominante nesses
camundongos foi Thl. A caracterizacdo bem definida dos papéis das respostas imunes dos
tipos Thl e Th2 também ¢é controversa para espécies do Novo Mundo, como na infec¢ao por
L. (L.) amazonensis. Alguns estudos indicaram que um fendtipo Th1 predominante de células
T CD4+ pode ndo ser um indicativo de protecdo contra a infeccdo (Vanloubeeck & Jones,

2004).

1.7 A OS PERFIS Th1/Th2 NA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA
O paradigma Th1/Th2 do desenvolvimento imunolégico durante a infec¢ao por

Leishmania foi inicialmente determinado usando como espécie modelo, L. (L.) major (Scott
et al., 1988). Este paradigma, no entanto, ndo tem se mostrado capaz de explicar as
manifestacdes clinicas da LTA, nem a imunopatologia das infec¢des do modelo murino com
as diversas espécies de Leishmania. Em humanos, a resposta imune ndo ¢ tao evidentemente
polarizada como nesse modelo; ela varia entre a forma clinica e a espécie que causou a
infeccdo. Por exemplo, se a infec¢do cutdnea humana causada por L. (V.) braziliensis tiver
uma resposta imune do tipo Thl exacerbada, com grande producdo de IFN-y, ocorrerd o
agravamento da patologia com o aparecimento das lesdes mucosas (Gollob et al., 2008).

Na LC, pode ser observada uma positividade ao teste cutaneo in vivo (IDRM) e aos

testes in vitro, como a proliferagdo de linfocitos frente aos antigenos de Leishmania. Em
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pacientes com menos de dois meses de evolugdo, parece ocorrer uma depressao transitoria da
resposta imune Thl, caracterizada pela baixa resposta proliferativa de linfocitos (RPL) e baixa
produgdo de IFN-y pelas PBMC, possivelmente devido a modulagdo da resposta imune do
tipo Thl ocorrida durante as fases precoces da infeccdo (Rocha et al., 1999). Porém,
encontra-se um predominio das citocinas do tipo Thl e uma resposta imune especifica ao
parasito bem modulada em fases posteriores da doenga. A LC pode ser considerada uma
doenca benigna que, na maioria dos casos, resolve-se mesmo sem um tratamento especifico
(Da Cruz & Pirmez, 2005). Na LC, sabe-se que pacientes com menor capacidade de montar
uma resposta imune celular eficaz, tendem a evolugdo clinica e resposta terapéutica menos
favoraveis (Mendonga et al., 1986). Em pacientes coinfectados com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), a LC pode apresentar quadros clinicos atipicos, tendéncia a
disseminagcdo ¢ ma resposta a quimioterapia (Mota-Sasaki et al., 1997). Em uma area
endémica de leishmaniose causada por L. (V.) braziliensis, foi observado que o tamanho das
lesdes dos pacientes correlacionava com maior frequéncia de células ativadas (CD69 e
CD40L) e maior produgdo de citocinas inflamatdrias especificas poOs-estimulagdo com
antigeno soltvel (Antonelli et al., 2005).

Os pacientes com a forma cutanea disseminada apresentam positividade no IDRM, e
nos ensaios de RPL apresentam resultados com maior variabilidade, além de parecer ter uma
producao mais alta de IFN-y e de TNF-a, e baixa producao de IL-5 e IL-10 em comparagao
aos pacientes com leishmaniose cutanea (Turetz et al., 2002).

Casos raros de pacientes sem causas conhecidas de imunodeficiéncia podem
apresentar uma anergia especifica para antigenos de Leishmania, que caracteriza a base
imunopatologica para o desenvolvimento da leishmaniose cutanea difusa, no qual a
deficiéncia de imunidade especifica mediada por células se associa a multiplicagdo
descontrolada do parasito e a disseminag¢do das lesdes (Silveira et al., 2004). O exame
histopatologico revela, nas lesdes, um acentuado infiltrado celular composto principalmente
por macrofagos contendo numerosas formas amastigotas. O IDRM ¢ caracteristicamente
negativo, assim como os testes de RPL e producdo de IFN-y em culturas de PBMC
estimuladas com antigenos de Leishmania. Estes pacientes respondem in vitro com uma
baixa producdo de IFN-y e niveis altos de IL-10 (Silveira et al., 2004). Os niveis de
anticorpos totais anti-leishmania sdo altos, apesar da falta de resposta imune celular. A
resposta ao tratamento € ruim, e isto provavelmente se deve a imunodeficiéncia especifica.
Embora estes pacientes apresentem reducgdo significativa das lesdes durante a quimioterapia,
as recidivas sdo praticamente inevitaveis. Durante estes periodos de remissao clinica, hd um

aumento da expressdo de IFN-y, ¢ uma diminui¢do da expressdo de IL-10, mas ambos os
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fendmenos sdo transitdrios, desaparecendo na recidiva pés-tratamento (Bomfim et al., 1996).

A LM esta situada no polo hiperérgico-pauciparasitario da doencga, caracterizada por
uma resposta imune intensa € pouca carga parasitaria (Silveira et al., 2004; Bacellar et al.,
2002). A IDRM dos pacientes ¢ fortemente positiva, com enduragdes muitas vezes superiores
as dos pacientes de LC, podendo até ocorrer necrose tecidual. Eles também possuem maior
producdo das citocinas do tipo Thl (IFN-y e TNF-a), comparados aos pacientes com LC. Os
niveis de IL-10 e TGF-B sdo muito baixos, ndo ocorrendo assim a modulagdo da resposta
imune inflamatéria e inativacdo dos macrofagos, e sendo assim, foi sugerido que a
incapacidade de promover uma modulagdo adequada da resposta inflamatoria possa estar
envolvida na patogénese da LM (Bacellar et al., 2002). Um outro grupo também encontrou
maior frequéncia in vitro de células produtoras de IFN-y na LM em relagao a LC porém, nao
encontrou diferencas significativas entre a frequéncia de células que produziram IL-10. Os
mesmos autores encontraram uma menor expressdo in situ de receptor para IL-10 em
pacientes de LM (Faria et al., 2005).

Através de estudos ex vivo, foi encontrada uma maior frequéncia de células ativadas na
LM, em comparacao a LC e, além disso, os monocitos de pacientes com LM apds estimulagao
com antigeno solivel, ndo apresentaram correlagdo positiva entre IL-10 e TNF-o como os
pacientes com LC, o que possivelmente poderia levar a uma deficiéncia do controle
inflamatorio in vivo (Gaze et al., 2005). Ainda que se considere que na LM predomina a
resposta imune do tipo Thl (inflamatdria), estudos anteriores identificaram nas mucosas um
perfil misto de citocinas Thl e Th2 (Ribeiro-de-Jesus et al., 1998; Amato et al., 2003).

Embora a resposta imune que se desenvolve na LM ndo seja capaz de controlar a
doenga, e provavelmente seja responséavel pelas manifestagdes clinicas, ela € capaz de conter a
multiplicagdo parasitiria, jA que os parasitas sdo bastante escassos nas lesdes mucosas
(Caceres-Dittmar et al., 1993; Pirmez et al., 1993).

Um grupo que merece atencao para estudos € o de individuos que foram infectados, e
ndo desenvolveram a doenca. Presume-se que estes individuos sdo capazes de montar uma
resposta imune eficiente e neles, encontrou-se uma forte correlacdo direta entre a produgdo de
IFN-y, TNF-a e IL-10 (Gomes-Silva et al., 2007). Segundo Bittar e colaboradores (2007), a
auséncia de doenca nos individuos infectados assintomaticos pode ser explicada pela sua
habilidade em criar um equilibrio entre citocinas imunoregulatorias (IL-10) e efetoras (IFN-y),

levando a destruicdo dos parasitos, sem provocar dano tecidual.

1.8 VACINAS NA LEISHMANIOSE
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A recuperacdo da infeccdo ativa em seres humanos pela LC do Velho Mundo, e
também em camundongos, esta associada ao desenvolvimento de imunidade forte e duradoura
contra uma segunda infeccdo. A protecdo desenvolvida, apds a infeccdo natural, foi o
primeiro indicio de que células T de memoria sdo induzidas apds a recuperacdo da doenca
(Moddaber, 1989). A partir dessa observagdo, acredita-se que o desenvolvimento de uma
vacina eficaz que proteja contra a infecgdo natural seja possivel.

Um professor da Universidade Hebreus de Jerusalém desenvolveu a primeira vacina
contra a leishmaniose, observando uma pratica comum entre as maes libanesas (Gavron &
Saul, 1997). Elas expunham regides do corpo de seus filhos, como o brago, as picadas dos
flebotomineos, pois intuitivamente sabiam que uma lesdo que se autocurava, os protegeria de
desenvolver lesdes em areas menos estéticas no futuro e lesdes mais graves (Gavron & Saul,
1997). Passaram-se, entdo, a inocular material de lesdes e, mais tarde, parasitos mantidos em
cultura, em regides do corpo cobertas dos individuos nao infectados (Nadim et al., 1983). Esta
pratica, chamada de Leishmanizacdo, foi descontinuada devido a problemas como: lesdes
cronicas que nao se curavam, aparecimento do HIV, uso de drogas imunossupressoras,
dificuldade na padronizagdo do indculo, persisténcia parasitaria € por razdes éticas. No
presente, a pratica ¢ limitada a uma vacina registrada no Uzbequistdo (Kamesipour et al.,
20006).

Uma vacina ideal contra a leishmaniose deve ser segura, acessivel para a populagdo de
risco, indutora de resposta imune celular, eficiente contra as espécies causadoras da forma
tegumentar e visceral, estavel a temperatura ambiente, ter potencial profilatico e terapéutico.
Entre os atributos mencionados acima, os mais dificeis de serem alcancados sdo a imunidade
cruzada contra as diferentes espécies e a inducdo e manutencao da resposta imune. Apesar da
existéncia de um niimero cada vez maior de informacdes relacionadas com a genética e a
biologia do parasito, assim como sobre a imunologia experimental e clinica destas doengas,
um dos maiores desafios continua sendo a tradu¢do dos dados do modelo animal para a
doenca humana, e a transicdo do laboratorio para o campo (Kedzierki et al., 2006).

As vacinas contra leishmaniose podem ser divididas em:

e Vacinas compostas por promastigotas vivos, incluindo parasitos geneticamente
modificados;

» Vacinas de primeira geracdo, compostas por parasitos inteiros mortos, ou extratos nao
caracterizados de antigenos do parasito;

* Vacinas de segunda geracdo, que incluem as vacinas de DNA ou de antigenos

recombinantes obtidos através da tecnologia de DNA recombinante.
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Um candidato vacinal ¢ exaustivamente estudado em modelos experimentais e, se
apresentar resultados positivos em diversos pardmetros, ele passa a ser avaliado nas fases de
estudo clinico em humanos. Ele deve seguir as quatro fases de estudo, até ser liberado para
uso humano. Na fase I, seguranca e imunogenicidade sdo estudadas em comparacdo com um
grupo placebo. Os estudos de fase II avaliam imunogenicidade e melhor esquema vacinal
quanto a dose, numero de aplicagdes e vias de inoculagdo. Um estudo de fase III tem como
objetivo avaliar a eficdcia vacinal na infec¢ao natural. Somente apds ser aprovada nestas trés
fases, a preparagdo pode ser registrada e industrializada. Posteriormente, estudos de fase IV
sdo conduzidos em um grande nimero de individuo (10.000 a 100.000) em campanhas
nacionais de imuniza¢ao (Modabber ,1995).

A partir da década de 40, Pessoa e colaboradores (1941) comegaram a avaliar doses de
uma vacina polivalente, que compreendia 18 cepas de Leishmania em 1.127 individuos
sadios. Os estudos com promastigotas mortas foram seguidos pelo grupo de Mayrink, que
desenvolveu uma vacina pentavalente, composta por 5 cepas: Leishmania (L.) amazonensis
(MHOM/BR/60/BH6), Leishmania (L.) major-like (MHOM/BR/73/BH121), Leishmania (L.)
major-like  (MHOM/BR/71/BH49), Leishmania (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PHS) e
Leishmania (V.) braziliensis (MHOM/BR/70/M117619). Esta preparacdo, denominada
Leishvacin®, foi capaz de converter o IDRM em 78,4% dos voluntarios vacinados, sem
efeitos colaterais, € mostrou indu¢ao de uma resposta in vitro contra espécies dermotropicas
de Leishmania, mediada por linfocitos T produtores de IFN-y, e predominio do fenétipo T
CD8+ (Mayrink et al., 1979; Antunes et al., 1986; Nascimento et al., 1990; Mendonga et al.,
1995). Em um estudo de fase III, a vacina foi capaz de proteger contra infec¢do por
Leishmania, 70% dos 644 individuos imunizados que apresentaram IDRM positivo apos a
vacinacao (Antunes et al., 1986).

Apesar de apresentar resultados promissores, esta vacina candidata possuia problemas
na padronizacdo e na sua producdo. A Organiza¢cdo Mundial da Saude sugeriu, entdo, que os
estudos com vacinagdo deveriam continuar com somente uma cepa. A cepa de escolha foi a
de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PHS8) por ser bem caracterizada, e pela facilidade de
crescimento em cultivo axénico (De Luca et al., 1999). Foi demonstrado que duas doses da
vacina, composta por promastigotas mortas, rompidas por sonicagdo e que continha
mertiolato, apresentavam imunogenicidade semelhante a da vacina de cinco cepas (De Luca et
al., 2001).

Estudos com a Leishvacin® de cepa tnica foram realizados na Coldmbia e no
Equador, e revelaram que a vacina era segura e imunogénica (Vélez et al., 2000), mas nado

conferiu protecdo contra a infeccdo (Vélez et al., 2005). Como o agente etioldgico de
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leishmaniose tegumentar que mais prevalece naqueles paises ndo ¢ L. (L.) amazonensis,
acredita-se que a vacina proteja contra a infec¢do com o parasito homoélogo (Armijos et al.,
2003 e 2004). Apesar de resultados controversos em relacdo a sua capacidade profilatica,
principalmente devido aos problemas relacionados com o desenho experimental dos ensaios
clinicos e a diminui¢do no nimero de casos da doenca nas areas de estudo, o potencial da
Leishvacin® de cinco, ou mesmo de uma tUnica cepa de Leishmania, como vacina terapéutica
vem sendo explorado, tendo-se obtido bons resultados em pacientes resistentes a terapéutica
usual com antimonial pentavalente (Silveira et al., 1993; Mayrink et al., 2006; Da-Cruz et al.,
1999).  Preparacdes semelhantes vém sendo testadas na Venezuela, em ensaios de
imunoterapia, com resultados encorajadores, mesmo em pacientes com estados agravados da
forma difusa da doenca (Machado-Pinto et al., 2002; Convit et al., 2003 e 2004).

Embora exista um nimero elevado de estudos com vacinas de primeira geracdo, ndo
s6 nas Américas, como no Velho Mundo, at¢é mesmo com resultados positivos, estas
preparagdes estdo muito longe de serem liberadas para producdo e utilizagdo em larga escala,
principalmente devido aos problemas relacionados com sua padronizacdo e estabilidade. Por
este motivo, alguns grupos de pesquisa brasileiros estudam a possibilidade de selecdo de
fragdes antigénicas, ou mesmo de antigenos definidos, presentes na Leishvacin®, que possam
ser utilizados em uma futura vacina (profilatica ou terapéutica) mais bem definida contra a
leishmaniose tegumentar, ou de um futuro teste diagnostico (Fernandes et al., 1997; Cardoso
et al., 2003; Telino et al., 2006).

Atualmente, mais de 30 antigenos de Leishmania ja foram, ou estdo sendo testados,
como candidatos vacinais contra Leishmaniose tegumentar e visceral (de Oliveira et al.,
2009). Muitos deles sdo conservados entre as espécies do parasita, mas, em muitos casos, nao
sao capazes de induzir protegdo em ensaios clinicos, ou nao induzem prote¢ao contra todas as
espécies do parasita causadoras de doenca humana (Handman, 2001). Componentes de
vacinas com as formas promastigotas mortas ou vivas, possuem a habilidade de estimular o
sistema imune inato e, portanto, podem agir como adjuvantes naturais, mas, em contraste os
antigenos altamente purificados t€ém a desvantagem de ndo possuirem essa habilidade, e por
isso muitas vezes requerem adjuvantes para aumentar sua imunogenicidade (Bhowmick &
Ali, 2008).

O desenvolvimento de uma vacina tem demonstrado ser um objetivo dificil de ser
alcangado, ndo pela descoberta de moléculas candidatas, j4 que varios antigenos surgem a
cada dia e um nimero maior ainda deve surgir apds o sequenciamento do genoma de
diferentes espécies do parasita, mas sim pelas inumeras dificuldades relacionadas com: o

conhecimento ainda incompleto da patogénese do parasita, a complexa resposta imune
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necessaria para inducdo de prote¢do e desenvolvimento de memdria imunologica e a auséncia
de modelos experimentais que possam ser adequados, gerando dados que muitas vezes ndo

sao reprodutiveis em seres humanos.

1.9. IMPORTANCIA DE ADJUVANTES EM VACINAS.

Os adjuvantes, derivado do latim “adjuvare”, e que significa ajudar, sio componentes
que podem aumentar e¢/ou modular a imunogenicidade de um antigeno; ou seja, eles induzem
uma resposta imune mais potente e persistente, com o beneficio de se utilizar menor
quantidade de antigenos, e até mesmo, eliminar a necessidade de mais de uma imunizagao
(Guy, 2007).

Apos a descri¢ao dos TLR em seres humanos, no final da década de 90 (Medzhitov et
al., 1997) e, em associagdo com o conceito de que a resposta imune adaptativa depende do
nivel e da especificidade dos “sinais de perigo” (os PAMPs), percebidos pelas células do
sistema imune inato apds infeccdo ou vacinagdo (Iwasaki & Medzhitov, 2004), varias
moléculas ligantes para TLR vém sendo descritas e avaliadas como possiveis adjuvantes
(Lahiri et al., 2008). A presenca, tanto do antigeno, como de um ligante para TLR, parece ser
necessaria para que uma perfeita apresentagdo e ativagdo do linfocito T antigeno-especifico
seja alcancada (Blander & Medzhitov, 2006). Tem-se dividido a apresentacdo antigénica nas
seguintes etapas: o sinal 0, em que ocorre o reconhecimento do antigeno e ativacao da APC; o
sinal 1, que ¢ ativado por apresentacao do peptideo especifico pela molécula de MHC para o
TCR; e por ultimo, o sinal 2, que consiste na ligagdo de moléculas co-estimulatorias para que
ndo ocorra anergia ao peptideo apresentado. O adjuvante pode atuar em cada um dos trés
sinais (Barr et al., 2006).

Raman e colaboradores (2010) demonstraram que, na leishmaniose experimental, a
utilizacdo de um agonista de TLR4 associado a proteina L110f, uma candidata vacinal contra
leishmaniose, foi capaz de induzir uma resposta imune celular forte e efetiva, levando a cura
das lesdes e diminui¢do da carga parasitdria dos camundongos infectados, comparado ao
grupo que s6 foi imunizado com a proteina e o adjuvante puros, demonstrando a agdo
sinérgica que os adjuvantes podem oferecer junto as proteinas.

Os adjuvantes podem ser compostos por constituintes variados, e possuirem diferentes
fungdes e atividades, incluindo funcdo carreadora e/ou imunoestimulante e/ou atividade
imunomodulatéria (Guy, 2007). O sal de aluminio ¢ o adjuvante mais utilizado em
vacinologia para seres humanos, e ¢ forte indutor de resposta imune humoral (Jordan et al.
2004). Atualmente, existe uma necessidade de se descobrir novos adjuvantes que induzam

uma resposta imune com carater celular (Schijns, 2001). Sabe-se que eles podem ativar
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seletivamente respostas imunes dos tipos Th1 ou Th2, ou mesmo redirecionarem uma resposta
jé estabelecida, embora neste ultimo caso, seja mais dificil em individuos primados, do que
nos nao sensibilizados. Esta abordagem tem sido utilizada para reverter a alergia humana,
caracterizada por resposta imune do tipo Th2, utilizando agonistas de Thl (como MPL), ou
acoplando o alérgeno a oligonucleotidos CPG (Drachenberg et al., 2001; Creticos et al.,
20006).

Como anteriormente referido, ha diversas moléculas candidatas para compor uma
vacina contra a leishmaniose. Talvez seja a hora de focar atencdo na avaliagdo de novas
formas de apresentagdo de antigenos conservados ja existentes, utilizando-se substincias
capazes de elicitar uma resposta imune desejada, através de agonistas de TLR, ou mesmo com
ativadores de vias independentes de TLR, como os receptores citosolicos NOD e RIG
(Meylan et al., 2006). Ha uma tendéncia futura na procura pela combinagdo do uso de
adjuvantes que ativem multiplas vias imunoldgicas, com menor risco de efeitos adversos e

maior eficacia (Lahiri, 2008, Kamghang et al., 2008).

1.10 CELULAS CD4* TH1 MULTIFUNCIONALIS .

Uma das grandes lacunas que ainda precisam ser preenchidas, para que os estudos com
vacinas contra patogenos intracelulares possam ser conclusivos, ¢ a determinag¢do de fatores
que possam caracterizar melhor uma resposta imune protetora ¢ de memoria imunoldgica.
Sabe-se que uma resposta imune do tipo Thl ¢ necessdaria para o controle das infec¢des
intracelulares, como € o caso das Leishmanioses e, até o momento, a maioria dos estudos
envolvendo infecgdes, cuja resposta imune protetora envolve a inducao de células do tipo 1,
analisa a freqiiéncia de células produtoras de IFN-y como o principal parametro
correlacionado com protegao (Mendonga et al., 1995; De Luca et al., 1999; Gicheru et al.,
2001; Campos-Neto, 2005). Embora a necessidade da presenca desta citocina seja
inquestionavel, a sua utilizacdo como parametro tinico nem sempre ¢ suficiente para predizer
protecao (Elias et al., 2005; Oliveira et al., 2005; Vélez et al, 2005; Darrah et al., 2006).
Atualmente, a citometria de fluxo multiparamétrica tem aumentado o nimero de variaveis que
podem ser medidas simultaneamente, a nivel de uma unica célula, para incluir marcadores
fenotipicos e/ou combinagdo de respostas funcionais como, por exemplo, a produgdo de
citocinas (Seder et al., 2008). Neste caso, ¢ possivel avaliar ndo s6 a produgao de IFN-y, como
também de outras citocinas por uma Unica célula como, por exemplo, o TNF-a e a IL-2.

Como ja mencionado, o TNF-a ¢ uma citocina efetora que, em sinergismo com o IFN-
Y, contribui na destruicdo dos patdgenos intracelulares. J& a IL-2, apesar de ndo ter uma acdo
efetora direta, contribui fortemente para a expansdo e manutengdo de células T CD4" e CDS",
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levando ao desenvolvimento de uma resposta imune efetora mais eficiente (Fouds et al.,
2006). Embora a IL-2 ndo seja uma citocina especifica da resposta imune do tipo 1, ela deve
ser medida para acessar a qualidade da resposta, pois além de influenciar a capacidade
proliferativa, ela influencia a manutencdo de células de memoria (Seder et al., 2008). Desta
forma, é possivel que células CD4" multifuncionais, que produzam IFN-y, TNF-a e IL-2
simultaneamente, sejam aquelas relacionadas ao desenvolvimento de melhor fungdo efetora e
protetora nestas infecgdes (Darrah et al., 2007; Lindenstrem et al., 2009).

A qualidade de uma resposta imune medida pela freqiiéncia de células multifuncionais
desencadeadas pos-vacinacdo, demonstrou em modelo murino de infec¢do intradérmica ser
um preditor de prote¢do contra infeccdo por L. (L.) major (Darrah et al., 2007). O estudo
dessas células tem sido realizado em outras doengas infecciosas, como malaria, tuberculose e
HIV (Forbes et al., 2008; Betts et al., 2006; Huaman et al., 2009). Neste ultimo caso, a
presenca de células multifuncionais CD8 foi relacionada a ndo progressdo da doenga (Betts et
al., 2006). A habilidade dessas células de produzirem TNF-a e IL-2, além de IFN-y, fornece
capacidade efetora adicional, e aumenta a capacidade proliferativa, tornando essas células
optimizadas para uma fungdo efetora duradoura (Wu et al., 2002).

As células CD4" Thl tém recebido uma classificagdo baseada na sua producdo de
citocinas (Fouds et al., 2006). Embora essa classifica¢ao seja dada pela fungdo que as células
possuem, e nao através de seus marcadores de superficie, mais comumente encontrado na
literatura, existe com freqiiéncia uma concordancia entre os dois tipos de classificacdo. Essas
células podem seguir uma diferenciacdo linear adquirindo fendtipos de producao de citocinas
que as classificam como células de memoria (central ou efetora) ou células efetoras (Seder et
al., 2008). Células virgens que sdo ativadas, e seguem o perfil do tipo Thl, passam por pelo
menos quatro estdgios principais de diferenciacdo: células de memoria produtoras de IL-2
(também podem produzir TNF-a), células de memoria efetoras multifuncionais (IFN-y" IL-2"
TNF-0 " e IFN-y" IL-2° TNF-a ") e por ultimo, células efetoras (IFN-y*) que ficam no final da
linha de diferenciagdo, e entram em apoptose (Figura 1.2). Essa linha de diferenciagdo
depende do tipo de estimulo e de sua intensidade, de forma que a célula ndo necessariamente
passa por todos os estagios. Por exemplo, se um dado estimulo for muito intenso, ele pode
induzir diretamente maiores percentagens de células efetoras produtoras de IFN-y (Wu et al.,
2002).

As células multifuncionais possuem funcdo efetora mais potencializada, e a producao
de IL-2 faz com que elas obtenham maior sobrevida, capacidade de proliferacao e geragao de
células de memoria (Fouds et al., 2006). Além disso, quando a média de producao de citocina
por célula ¢ quantificada, as células multifuncionais produzem consideravelmente mais IFN-y
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do que as simples produtoras de IFN-y (Wu et al., 2002; Grogan et al., 2001; Darrah et al.,
2007). Dentro desta linha de raciocinio, um candidato vacinal que estimular uma maior
producao de células multifuncionais, estaria relacionado com a protecao contra o desafio ou

infec¢do natural.

Células T Meméria Efetora (CCR7-)
Células T Meméria Central (CCR7+) 1 1

3@:0 ©~6 @@"

Efetora
Terminal

Célula T CD4+

“Naive”
| TNF* | IL-2+ TNF* IFNy* IFNy* IFNy* | IFNy* |
IL-2* TNF* TNF* IL-2*
IL-2*

Potencial de memdria
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Funcao Efetora
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Figura 1.2: Desenvolvimento linear de células Th1 CD4+ baseada na producdo de citocinas.

(Adaptada de Seder et al., 2008).

2. OBJETIVOS

GERAL

Estudar a qualidade da resposta imune do tipo Thl in vitro induzida por diferentes antigenos
de Leishmania nas células de pacientes com leishmaniose tegumentar americana (LTA),
provenientes do estado do Rio de Janeiro.
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ESPECIFICOS

1-

2-

3-

4-

Caracterizar, através da citometria de fluxo, os fenotipos multifuncionais de linfocitos
T produtores de IFN-y, TNF-a e IL-2, induzidos pelo extrato total de promastigotas de
fase estaciondria de L. (V.) braziliensis (LbT), em células obtidas de pacientes com
LTA em atividade, curados e em individuos sadios provenientes do estado do Rio de

Janeiro.

Avaliar possiveis diferencas entre os fenotipos multifuncionais de linfocitos T
induzidos por LbT e pelo extrato total de promastigotas de fase estacionaria de L. (L.)
amazonensis (PH8T) em células obtidas de pacientes com LTA em atividade, curados

que tiveram infec¢do com L. (V.) braziliensis.

Comparar os fendtipos multifuncionais induzidos pelo extrato total PH8T e por
fragdes subcelulares obtidas, por centrifugacdo diferencial, de promastigotas de fase

estacionaria de L. (L.) amazonensis.

Correlacionar a capacidade de indugdo de fenotipos multifuncionais de linfécitos T
induzidos pelos extratos totais LbT e PH8T com as fases da doenca ou um possivel

envolvimento no processo de cura das lesoes.

Quantificar nos sobrenadantes de cultura de PBMC os niveis de IFN-yinduzidos
pelos extratos totais e fragdes, e correlaciond-los com as frequéncias de células

multifuncionais avaliadas na citometria de fluxo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica:

Foram estudados pacientes de LTA na forma cutinea durante a fase ativa da doenca

(antes do tratamento), e pacientes curados da forma cutdnea com tempo de 110 dias apos o

término do tratamento (Tabela 3.1). Todos os pacientes receberam acompanhamento

ambulatorial no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas/FIOCRUZ e sdo residentes de

areas endémicas € nao endémicas de leishmaniose do estado do Rio de Janeiro. Individuos
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sadios, ndo provenientes de area endémica e sem historia prévia de infeccdo por Leishmania,
foram utilizados como controle. Todos os pacientes e individuos sadios que aceitaram
participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O projeto de
estudo recebeu aprovagdo pelo Comité de Etica FIOCRUZ (CEP: 175/02), Comité de Etica
IPEC-Fiocruz (parecer 009/2006) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP -
parecer no 790/2002). Foram coletadas informagdes clinicas e epidemiologicas dos pacientes
através do levantamento de prontuarios.

Os pacientes foram diagnosticados para LTA por um ou mais teste diagnostico
(IDRM, sorologia, cultura e anatomia patoldgica de bidpsia de lesdo) e receberam tratamento
preconizado pelo Ministério da Saude. O critério de cura foi definido pela epitelizagdo das
lesdes ulceradas, regressao total da infiltragdo e eritema até trés meses apos a conclusdao do
esquema terapéutico, segundo as recomendagdes do Ministério da Saude (MS, 2007). A
composi¢do dos grupos e os dados clinicos estdo descritos na tabela 3.1.

Tabela 3.1: Grupos dos participantes incluidos no estudo composto por pacientes com

Leishmaniose antes, apds o tratamento e individuos sadios.

Grupo individuos e (média) de lesdes (média (média e desvio
sexo e desvio padrio) padrio)
18 41* 1.1 2,5 meses
LCL AT
(F=7;M=11) +16 +0,47 +2.,4
18 40,28 1,72 3,22 meses
LCL PT
(F=5;M=13) +15,7 +1,01 +1,6
Controles 14 28
Sadios (F=8;M=6) +7,14

LCL AT - Leishmaniose cutanea localizada antes do tratamento; LCL PT - Leishmaniose
cutanea localizada 110 dias apos o tratamento. * Teste t p<0,05 em relagdo aos Controles
Sadios. O tempo de evolugdo refere-se ao periodo que permaneceram com as lesdes antes de
iniciarem o tratamento. F= individuos do sexo feminino;M= individuos do sexo masculino.

3.2 Preparacdes dos extratos totais e das fracoes antigénicas:

Para obtencao das fragdes e extratos totais de Leishmania utilizados nos ensaios de

antigenicidade, parasitos das cepas de referéncia de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PHS) e
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L. (V.) braziliensis (MCAN/BR/98/R69) foram cultivados. As formas promastigotas foram
expandidas separadamente em frascos de poliestireno de 25 cm? (Techno Plastic Products,
Suica) contendo meio de cultura Schneider (pH 7,2; “Schneider’s insect medium”, Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) suplementado com 1,5mM de L-glutamina (Sigma,
EUA), 10mM de HEPES (Sigma, EUA), antibioticos (200 UI de penicilina e 200pug/mL de
estreptomicina) e 10% de soro fetal bovino (Thermo Scientific, EUA). Ao atingirem a fase
estacionaria de cultura (apds 4 a 5 dias), as células foram lavadas duas vezes com tampao
fosfatado pH 7,2 (PBS) a 3000xg por 15 minutos, € o “pellet” ressuspenso em PBS. Em
seguida, as suspensoes de L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis foram submetidas a 10
ciclos de congelamento em nitrogénio liquido (-196° C) e descongelamento a 37° C e
posteriormente foi feita aplicacdo de ultra-som (40 Watts/15 min), obtendo-se desta forma, os
extratos totais de L. (L) amazonensis (PH8T) e L. (V.) braziliensis (LbT).

A partir de PHST, foi seguido um protocolo de centrifugacdo diferencial para obtencdo
das preparacdes enriquecidas de fragdes subcelulares de membrana (PH8M), organela
(PH80), fragao soluvel (PH8S) e particulada (PH8P) esquematizado na Figura 3.1 (Telino et
al.,2006). Apds dosagem de proteinas totais em espectrofotometro (Gene Quant, Amersham
Bioscience, EUA) cada preparacdo teve a sua concentracdo ajustada para Img/ml em PBS e
estocadas a -70°C até o momento de uso. As fra¢des obtidas foram também processadas para
analise em microscopia eletronica de transmissdo no Laboratério de Ultraestrutura Celular

(IOC/FIOCRUZ).
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Fracoes L. amazonensis(PHS8)

Promastigotas - 10 ciclos de
de fase estaciondria congelamento/descongelamento
Ultra-som (40 Watts/15 min)
Extrato Total PH8T
100.000g/4°C

1 hora 1500_g/4°C
10 min

100.000g/4°C
1 hora

I
<
v—b PH8 M

PH8S -« —

——

N e

Figura 3.1. Esquema do protocolo para obtencdo das preparagdes enriquecidas de fragdes
subcelulares. A fracdo particulada em rosa (PH8P) ¢ gerada a partir de ultracentrifugagdo do
extrato total a velocidade de 100.000xg a 4° C durante uma hora. Outra parte do extrato total
¢ centrifugada a 1500xg por 10 min, gerando a fragao enriquecida de membranas no pellet do
centrifugado e o sobrenadante ¢ levado a uma centrifugacdo a 100.000xg por 1 hora a 4°C,
gerando as fragdes soluveis (sobrenadante — em azul) e organela (PH8O pellet - em

vermelho).
3.3. Processamento das amostras para microscopia eletronica de transmissao

As fracdes subcelulares enriquecidas de Leishmania (L.) amazonensis foram lavadas
em PBS e fixadas por 1 h a 4°C com 2,5% de glutaraldeido (GA) em tampao cacodilato de
sodio 0,1 M contendo 3,5% de sacarose pH 7,2. Apds fixacdo, as fragdes subcelulares foram
lavadas no veiculo do fixador por 3x 10 min cada. Em seguida, as amostras foram pds-fixadas
por 1 h a 4°C com tetroxido de dsmio (OsO4) 1% em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M
contendo 3,5% de sacarose pH 7,2 e desidratadas em série crescente de acetona (30%-100%).
A infiltragdo em resina Poly Bed 812 (Epon) foi realizada “overnight” a 4°C na mistura
Epon/Acetona (1:1) e, posteriormente, em Epon puro por 4 h a temperatura ambiente.

O material foi emblocado em Epon e mantido a 60°C por 72 h em estufa de

polimerizacdo. Em seguida, foram obtidos cortes ultrafinos em Ultramicrotomo Leica (UCT),
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os quais foram recolhidos em grades de cobre (300 mesh). O material foi contrastado com
acetato de uranila 2% por 10 min a temperatura ambiente e citrato de chumbo (0,8M
Pb(NOs),, 0,199M Na;(CsHsO;) e 4 mL de NaOH IN) por 2 min. As amostras foram

observadas ao microscopio eletronico de transmissao JEOL — JEM/1011
3.4. Coleta de material biologico:

Os pacientes avaliados pelo médico assistente e que aceitaram participar do estudo,
foram submetidos a coleta de 20 mL de sangue periférico por venopungdo em tubos contendo
heparina (Becton Dickinson, Frankling Lakes, EUA). Do sangue heparinizado foram obtidas
células mononucleares do sangue periférico (CMSP) utilizadas para os ensaios in vitro
(caracterizagao fenotipica e analise da producdo de citocinas frente aos antigenos de

Leishmania).
3.5 Obtencao de células mononucleares do sangue periférico:

O sangue heparinizado foi diluido na propor¢ao 1:1 com PBS e submetido a um
gradiente de Ficoll-Hypaque (Histopaque® 1077; Sigma, EUA). Em um tubo de 50mL
(Corning Costar®, EUA) foi colocada uma propor¢do ficoll/sangue diluido de 1:2 e
posteriormente o tubo foi centrifugado 1245g por 20 minutos a 20°C sem freio (HERAEUS®,
UK). Apoés a centrifugacdo, houve a formacao de um anel contendo as CMSP que foram
coletadas com o auxilio de pipeta Pasteur. Em seguida, as CMSP foram lavadas duas vezes
500 g por 10 minutos a 4°C em PBS.

ApoOs contagem em camara de Neubauer (Boeco, Hamburgo, Alemanha) utilizando-se
o corante azul de Tripan (Sigma, EUA) e objetiva de 40 ao microscopio Optico (Nikon,
China), as células foram ajustadas para a concentragdo de 3 x 10° por mL em meio RPMI
suplementado com antibidtico, mercaptoetanol e L-glutamina acrescido de 10% de soro AB

Rh" inativado (Sigma, EUA).

3.6 Marcacao intracelular de citocinas para citometria de fluxo multiparamétrica:

Foram plaqueadas 3 x 10° CMSP por pogo em placas de 96 pogos de fundo em U
(Corning Costar®, EUA). Cada pogo recebeu 10ug de um dos estimulos testados (LbT,
PHST, PH8M, PHSS, PH8O, PHS8P) juntamente com anticorpo anti-CD28 (2ug/ml). Para
controle positivo, foi utilizado o mitégeno ConA mais anticorpo anti-CD28 e para controle
negativo, somente anticorpo anti-CD28. Oito pogos com células que nao receberam estimulo

foram reservados para utilizacdo como controles de marcagdo simples na compensagdo das
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amostras no citometro de fluxo. Apds duas horas de incubacdo em estufa a 37°C com
atmosfera umida de 5% de CO, (NAPCO, NY, EUA), foi adicionado 10ug/ml de Brefeldina
A (Sigma, EUA) a cada pogo, permanecendo as células em cultura por um periodo de até 16
horas.

Apds incubagdo com os estimulos na presenca de Brefeldina A, a placa foi
centrifugada a 500xg por 5 minutos e posteriormente as células foram lavadas com 200ul de
PBS 500xg por 5 minutos a 4°C. Posteriormente, foram adicionados a cada pogo 100ul de
tampao PBS contendo 0,1% de albumina sérica bovina e 0,05% de azida sédica (Sigma,
EUA) juntamente com o mix de anticorpos monoclonais para marcacdo das moléculas de
superficie especificas para sub populagdes de linfocitos T: CD8-PE-TexasRed (Invitrogen,
EUA), CD4 APC-Cy7 e CD25-PE-Cy7 (ambos da eBioscience, EUA). Os pogos para
controle de marcagdo simples receberam o anticorpo monoclonal CD19 (eBioscience, EUA)
marcados com os fluorocromos de interesse.

Apds incubagdo por 30 minutos a 4°C no escuro, as células foram lavadas duas vezes
com o tampao PBS/BSA 500xg por 5 minutos. Feita a lavagem para retirar o excesso de
anticorpo, as células foram fixadas por 10 minutos em uma solu¢do gelada de PBS contendo
4% de paraformaldeido (Sigma, EUA). Apo6s lavagem com PBS/BSA 500 xg por Smin, foi
adicionado a cada pog¢o 100mL do tampao de permeabilizacio PBS/BSA contendo 0,1% de
Saponina (PBS/BSA-SAP) (Sigma, EUA). Apos duas horas de permeabilizacao a 4°C, as
células receberam o mix de marcacdo intracelular contendo os anticorpos especificos para as
citocinas de interesse: anti-IFNy PE-Cy7, anti-TNFa FITC, anti-IL2 APC e anti-IL10 PE
(eBioscience, EUA) e foram incubadas por 30 minutos adicionais a 4°C. Em seguida, as
células foram lavadas uma vez com PBS/BSA-SAP e subsequentemente com PBS/BSA para
retirar os anticorpos ndo ligados e fechar os poros da membrana das células, respectivamente.
As células foram posteriormente transferidas para mini-tubos de ImL (Nuclon) e estocadas a
4°C até o momento da analise por citometria de fluxo.

Em um periodo maximo de 24h apods a marcacao intracelular, as células foram levadas
para aquisicao no citdmetro de fluxo Cyan (Beckman Coulter, CO, EUA) que pertence a
plataforma de citometria de fluxo, ntcleo de andlise do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ,
coordenado pela Dra Andrea Henriques Pons e operado pelo técnico Alessandro Marins. Um
total de 30.000 eventos foi adquirido dentro da regido de linfécitos em cada tubo de amostra

avaliado.
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3.7 Analises dos fenotipos de linfocitos e da producio de citocinas:

Para andlise dos dados de citometria de fluxo, foi utilizado o software FlowJo (Flow
Cytometry Analyses Software, Tree Star, EUA). A populagdo de linfocitos foi definida a
partir da criagdo de uma regido em grafico de dot plot baseado no tamanho no eixo “x” (FSC:
foward scatter) versus granulosidade das células (SSC: side-scatter) no eixo “y” (Figura 3.2
A). Dentro dessa regido, definimos as subpopulacdes de linfocitos T (CD4+ e CD8+) (Figura
3.2 B) e dentro de cada subpopulacao de linfocito foi criada uma nova regido para avaliacao
das marcagdes com citocinas.

A freqliéncia e a intensidade de fluorescéncia de cada citocina foram avaliadas
individualmente dentro da regido de linfocitos CD4 ou CD8 (Figura 3.2 C). Posteriormente,
aplicou-se a ferramenta de andlise combinatoria de gates para obtencdo dos resultados das
c€lulas produtoras de uma, duas ou trés citocinas simultaneamente, visando identificar as

células multifuncionais.
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Figura 3.2 Andlise da freqiiéncia de populacdes de linfocitos T CD4+ e CD8+ e de células

produtores de citocinas.
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Para andlise de produgdo total de cada citocina de forma individual, foi utilizada uma
medida adotada por Darrah e colaboradores (2007) chamada de iMFI, traduzida do inglés,
intensidade de fluorescéncia integrada. Ela ¢ obtida através da multiplicagcdo da frequéncia de
uma populagdo de célula produtora de uma citocina particular, pela intensidade média de

fluorescéncia:
iMFI= freqiiéncia de células X MFI.

Com o resultado da iMFI obtida, substraimos pelo resultado do iMFI da amostra que

ndo recebeu estimulo do mesmo paciente.

3.8 ELISA de IFN-y

Um total de 1 x 10° CMSP obtidas de pacientes e controles sadios foram
independentemente estimuladas em placas de 24 pogos (Nunc, EUA) com os extratos totais
(PHS8T e LbT) e fragdes antigénicas de L. (L) amazonensis (100 1g/ml) e cultivadas em estufa a
37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO, (NAPCO, NY, EUA). Os sobrenadantes de
culturas foram coletados apds 120 horas para dosagem da citocina IFN-y com o kit BD
OptEIA™ (BDBiosciences-EUA). O limite maximo de detec¢do do kit era de 300pg/mL € o
minimo de 4,7 pg/mL.

3.9 Analises estatisticas:

Os resultados foram analisados usando o programa de Prism 5.0 aplicando os testes
nao paramétricos de Wilcoxon (para analise dos resultados obtidos em cada estimulo, dentro
do mesmo grupo de paciente ou controle) ¢ Mann Whitney (na andlise entre grupos
diferentes). As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o

intervalo de confianga apresentou valores de p menores que 0,05.

Os graficos e as andlises foram realizados utilizando-se o programa GraphPad Prisma

4 (GraphPad Software, San Diego, California, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 Analise ultraestrutural das fracées enriquecidas de membrana, organela, e de

componentes particulados de promastigotas de fase estacionaria de L. (L.) amazonensis:

A andlise ultraestrutural por microscopia eletronica de transmissdo das fragdes
enriquecidas de conteudos subcelulares obtidas através da ultracentrifugacdo, confirma o
sucesso do fracionamento de promastigotas de L. (L.) amazonensis. A fragdo enriquecida de
membrana revelou uma concentracdo abundante de estruturas membranares, a fracdo
particulada também revelou alta concentragdo de estruturas de membrana associadas com
material elétron-denso. Também, a fracdo de organela revelou-se rica em estruturas
semelhantes as organelas, sendo possivel a visualizagao de microtubulos. (Figura 4.1A, B e

C, respectivamente).
4.2 Percentuais de células CD4" e CDS":

Em relacdo a frequéncia de linfocitos CD4', observamos percentuais semelhantes
deste tipo celular apds estimulagdo com todos os antigenos testados, nos grupos de pacientes
antes e pos-tratamento, e no grupo controle (Figura 4.2A, B, C, D, E e F). O mesmo ocorre
ao compararmos os extratos totais LbT com PH8T, e PH8T com as fragdes PH8M, PHSP,
PH80O e PH8S (Figura 4.2).

Observa-se em todos os estimulos que as células CD8 tendem a ser menos frequentes
nos pacientes AT, em comparagdao aos pacientes pos-tratamento e ao grupo controle, porém
ndo observamos diferencas significativas. Os percentuais de CD8+ ndo apresentaram
nenhuma diferenca quando os extratos totais e as fracdes foram comparadas entre si, dentro

do mesmo grupo (AT, PT e Ctrl) (Figura 4.2).

4.3 Frequéncia de células CD4" CD25":

O percentual de células CD4+CD25+ foi bem variado em todos os grupos e com o0s
diferentes estimulos, ndo sendo possivel observar diferencas estatisticamente significantes
entre os grupos de pacientes e controles apos estimulagdo com cada antigeno, nem ao
compararmos os estimulos entre si dentro do mesmo grupo (Figura 4.3). Avaliamos a
frequéncia das células T CD4"CD25'IL-10", as células Trl, mas as células CD4"CD25" ndo

tiveram marcagao positiva para IL-10 (dados ndo mostrados).
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Figura 4.1. Andlise ultra-estrutural das preparacdes antigénicas de promastigotas de L.(L.)
amazonensis por microscopia eletronica de transmissdo: (A) Fragdo enriquecida de

membranas; (B) Fracdo Particulada e (C) Fracdo rica em organelas.
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Figura 4.2: Percentuais de linfocitos T CD4+ (azul) e CD8+ (vermelho) induzidos
pelos antigenos totais LbT ¢ PHST e pelas diferentes fracoes de L. (L.) amazonensis
(PHS8S, PH8M, PH8O e PH8P) nos grupos de pacientes antes (AT) e apds o tratamento
(PT) e no grupo controle (Ctrl). As linhas horizontais representam as medianas de cada
grupo de resultados.
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Figura 4.3: Percentuais de linfocitos T CD4+CD25+ induzidos pelos antigenos
totais LbT e PH8T e pelas diferentes fragdes de L. (L.) amazonensis (PHSS,
PH8M, PH8O e PH8P) nos grupos de pacientes antes (AT) e apds o tratamento
(PT) e no grupo controle (Ctrl). As linhas horizontais representam as medianas de
cada grupo de resultados.
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4.4 iMFI de células CD4+ produtoras de citocinas:

Como relatado na metodologia, empregamos em nossa avaliagdo a média de
intensidade de fluorescéncia integrada, ou iMFI, que é o resultado da multiplicacdo da
frequéncia de células produtoras de determinada citocina, pela sua intensidade média de
fluorescéncia.

Os pacientes pos-tratamento tiveram aumento da iMFI de CD4" produtoras de IFN-y
em relacdo aos controles sadios frente a todos os estimulos: extrato total de Lb (LbT) PT>Lb
Ctrl (p=0,0012); PHST PT> Ctrl (p=0,002); PH8S PT> Ctrl (p=0,005); PHSM PT> Citrl
(p=0,007); PH8O PT> Ctrl (p=0,008) e PH8P PT> Ctrl (p=0,0012) (Figura 4.4). No grupo
dos pacientes antes do tratamento, somente o estimulo PHS8T AT apresentou uma iMFI
significativamente maior quando comparada aquela obtida no grupo controle. Nao foram
observadas diferengas significantes entre os antigenos totais LbT e PH8T. As fracdes de PHS
também nao apresentaram diferengas significativas quando comparadas entre si, dentro do
mesmo grupo (AT, PT e Ctrl) (Figura 4.4).

A iMFI de TNF-a foi mais elevada no grupo dos pacientes pds-tratamento em relagdo
ao grupo controle com todos os estimulos, com exce¢do de PH8P: LbT PT> Ctrl (p=0,0002);
PHST PT> Ctrl (p=0,01); PH8S PT> Ctrl (p=0,01); PH8M PT> Ctrl (p=0,01); PH8O PT>
Ctrl (p=0,01). No grupo de pacientes estudados antes do tratamento, os extratos totais de L.
(V.) braziliensis e de L. (L.) amazonensis, bem como a fragdo PH8S, induziram maior iMFI
em relacdo ao grupo controle. Nao encontramos diferencas significativas ao compararmos as
iMFIs induzidas pelas fragdes de PHS dentro do mesmo grupo (AT, PT e Ctrl) (Figura 4.5).

O extrato LbT induziu maior iMFI de IL-2 no grupo PT, quando comparado ao grupo
controle (p=0,0019). Comparando os extratos totais, a iMFI de IL-2 foi maior no estimulo
com LbT do que com o extrato total de La (PHS8T) nos pacientes pds-tratamento (p=0,039).
As fragdes nao induziram diferencas significativas quando comparadas entre si, dentro do
mesmo grupo (AT, PT e Ctrl), porém, na comparagdo entre os grupos, a fragdo soluvel
(PH8S) induziu maior iMFI de IL-2 nos pacientes AT em relagdo ao grupo PT e ao grupo
controle (p=0,04 e p=0,0078), ¢ PH8P PT foi maior que PH8P Ctrl (p=0,002) (Figura 4.6).

Em relagdo a IL-10, tanto a frequéncia de células produtoras desta citocina como a
iIMFI foram muito variaveis, ndo tendo sido observado diferencas estatisticamente

significantes em nenhuma das comparagdes realizadas.
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Figura 4.4: iMFI das células T CD4+ produtoras de IFNy, induzidas pelos antigenos totais
LbT ¢ PHST e pelas diferentes fracdes de L. (L.) amazonensis (PH8S, PH8M, PH8O ¢
PH8P) nos grupos de pacientes antes (AT) e apos o tratamento (PT) e no grupo controle
(Ctrl). * Mann-Whitney p<0,05. As linhas horizontais representam as medianas de cada

grupo.
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Figura 4.5: iMFI das células T CD4+ produtoras de TNFa , induzidas pelos antigenos
totais LbT e PHST e pelas diferentes fragdes de L. (L.)amazonensis (PH8S, PH8M,
PH8O e PH8P) nos grupos de pacientes antes (AT) e apds o tratamento (PT) e no grupo
controle (Ctrl). * Mann-Whitney p<0,05. As linhas horizontais representam as
medianas de cada grupo.

41



LbT

PH8T
120~ 120-
100+ 1004
] ° #p=0,0019
= 80 — 80+
= # oy
£ o =
; =
N 60 ° & 604
X = °
< [ ] +
S 4w = *
o 1 ® J
e® e O 40
20 * ® °
° 20+
° ) #p=0,039 ..
—_— [ ) [ P
0ot F,,T ol oL —%%— oo
4 AT PT Ctrl
PH8S PH8M
120+ *p=0,0078 120+
I 1
°
%
1004 p=0,04 100+
| ——
°
T 801 ° = 80+
L
= = L]
+ +
60+ .
g ﬁ 60
3 *
a ° ° S
O 404 O 404
°
°
204 204 ..
2o °
o ® ®
00 [} @
0l Seapees——="etpest— M~ ol -~ -V S
AT PT Ctrl AT PT ctrl
PH8O PH8P
120~ 120~
1004 1004
= 80+ = 804
< S
£ £ ° *p=0,002
+ + | ]
o~ 60+ PY o~ 604 [
= = °
3 3 °
=) Q
O 404 ° O 404
°
°
20+ L] 20
° °® e
—_— —— 0e® —_——
0l—o-o% 2 ofn —tga®= ol—agf LY
AT PT Ctrl AT PT Ctrl

Figura 4.6: iMFI das células T CD4+ produtoras de IL-2, induzidas pelos antigenos
totais LbT e PH8T e pelas diferentes fragdes de L. (L.) amazonensis (PH8S, PH8M,
PH8O e PH8P) nos grupos de pacientes antes (AT) e apos o tratamento (PT) e no grupo
controle (Ctrl). * Mann-Whitney p<0,05. # Wilcoxon p<0,05. As linhas horizontais
representam as medianas de cada grupo.

42



4.5 iMFI de células CD8+ produtoras de citocinas:

O extrato LbT foi o tnico estimulo que induziu maior iMFI para IFN-ye TNF-a nos
pacientes PT, comparado ao grupo controle (Figuras 4.7 e 4.8).

A 1MFI de IL-2 foi maior no grupo AT, em relacdio ao grupo PT, nas células
estimuladas com os extratos totais de L. (L.) amazonensis a e L (V.) braziliensis e com as
fragdes PH8O, PH8S ¢ PH8P. O extrato total PHST e as fragoes PH8M, PH8S ¢ PHSP
induziram iMFI maiores no grupo AT, quando comparadas ao grupo controle (Figura 4.9).

Com relacao a IL-10, fomos capazes de detectar células CD8+ produtoras desta
citocina, porém, da mesma forma que observado com as células CD4+, nenhuma diferenca

estatisticamente significante foi encontrada.

4.6 Avaliacao de fenotipo de células multifuncionais e células produtoras de uma ou

duas citocinas:
4.6.1 Células CD4+:

Como ja foi relatado, quando analisamos as iMFIs para IFN-y*, TNF-a" e IL-2,
induzidas por cada antigeno nos 3 grupos estudados, fomos capazes de encontrar diferengas
consistentes apenas na comparacdo do grupo de pacientes pds-tratamento, com o grupo
controle, com nenhuma diferenca a nivel de uma tnica célula (Figura 1.2). O resultado da
frequéncia destas populacdes distintas define a qualidade da resposta imune do tipo Thl.
Desta forma, a frequéncia total de células produtoras de IFN-y seria composta por 4
populagdes distintas: simples produtoras de IFN-y, duplas produtoras IFN-y"TNF-a" ou IFN-
v'IL-2"¢ células multifuncionais (IFN-y" TNF-a'TL-2").

Avaliando as frequéncias de cada um destes fenotipos, observamos que o extrato total
LbT (Figura 4.10) induziu maior frequéncia de células multifuncionais (IFN-y"TNF-o'TL-2")
no grupo de pacientes PT, do que nos grupos AT e controle (p=0,02 e p=0,001,
respectivamente). No grupo dos pacientes PT, as células IFN'IL-2" tiveram frequéncia maior
que o grupo controle (p=0,02).Observa-se que as células produtoras de IFN-y"TNF-o" foram
mais frequentes nos grupos AT e PT, quando comparados ao controle, assim como as células

simples produtoras
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Figura 4.7: iMFI das células T CD8+ produtoras de IFNy, induzidas pelos
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(AT) e apos o tratamento (PT) e no grupo controle (Ctrl). * Mann-Whitney
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Figura 4.8: iMFI das células T CD8+ produtoras de TNFa , induzidas pelos
antigenos totais LbT e PH8T e pelas diferentes fragdes de L. (L.) amazonensis
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tratamento (PT) e no grupo controle (Ctrl). * Mann-Whitney p<0,05. As
linhas horizontais representam as medianas de cada grupo.
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Figura 4.9: iMFI das células T CD8+ produtoras de IL-2, induzidas pelos
antigenos totais LbT e PH8T e pelas diferentes fragdes de L. (L.) amazonensis
(PH8S, PH8M, PH8O e PH8P) nos grupos de pacientes antes (AT) e apds o
tratamento (PT) e no grupo controle (Ctrl). * Mann-Whitney p<0,05. As
linhas horizontais representam as medianas de cada grupo.
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de IFN-y"; sendo que o grupo PT apresentou o maior percentual deste ultimo fenotipo (Figura
4.10). As frequéncias de células CD4+ simples produtoras de IL-2 ou de TNF-[] foram
maiores no grupo AT, em relacdo aos outros grupos. As células que produziram duas
citocinas (TNF-a'TL-2" ¢ IFN-y'IL-2") tiveram tendéncia ao aumento nos grupos de pacientes
AT, em relagdo ao grupo controle, mas sem diferencas estatisticamente significantes.

O estimulo PHST (Figura 4.10) induziu significativamente maiores frequéncias de
células triplo positivas nos grupos AT e PT, em relagdo ao controle (p=0,004 e p=0,003,
respectivamente). As células efetoras IFN-y"TNF-o" foram mais frequentes no grupo AT, em
relacdo ao controle (p=0,02). Destacamos as altas frequéncias de células simples produtoras
de IFN-y"induzidas pelo extrato total PH8T, observadas nos grupos de pacientes (tanto antes,
como pos-tratamento). Ja as células produtoras de duas citocinas (TNF-a'IL-2" e IFN-y'IL-
2") foram menos frequentes que os demais fenotipos.

Comparando os estimulos com os extratos totais de Lb (LbT) e La (PHST) entre si,
encontramos diferengas significantes nas frequéncias de células multifuncionais e células
IFN-y'IL-2" no grupo de pacientes pos tratamento, com maior indugdo destes fenotipos no
estimulo com LbT (p=0,007 e p=0,03, respectivamente).

Observando-se os resultados obtidos apds o estimulo das células de pacientes (AT e
PT) com as fragoes de La (PH8M, PH8O e PH8P), verificamos uma tendéncia a maior
inducdo de células produtoras de uma unica citocina, em comparagdo aos outros fenotipos
avaliados, com exce¢do da fragdo soluvel (Figura 4.11).

Na estimulagdo com a fragdo PHS8S, as células simples positivas para IL-2 tiveram
destaque sobre os outros fenotipos celulares, e foram mais frequentes em relaciao as células
dupla positivas para TNF-[1"¢ IL-2" nos grupos AT e PT (p=0,008, ambas). No grupo AT, o
fenotipo IL-2 simples- positivo foi superior a célula multifuncional (p=0,04). Porém, quando
as células simples positivas foram avaliadas dentro dos grupos estudados, nenhuma diferenca
estatisticamente significante foi encontrada. Por outro lado, as células multifuncionais foram
mais frequentes no grupo PT, em relacdo aos grupos controle e pacientes AT (p=0,003 e
p=0,01, respectivamente). Os percentuais de células IFN-y TNF-oforam maiores nos grupos
de pacientes AT e PT, do que no grupo controle (p=0,01 e p=0,005, respectivamente).

O extrato enriquecido de membrana (PH8M) induziu altas frequéncias de células
produtoras de TNF-a nos grupos AT e PT, quando comparadas aos outros fendtipos celulares
dos mesmos grupos, sendo significativamente maiores do que o fen6tipo TNFIL2" (Figura
4.11). As células produtoras de TNF-a foram mais frequentes nos grupos AT e PT, quando
comparados ao grupo controle (p=0,0074 e p=0,0076 respectivamente). Nos grupos de

pacientes AT e PT estudados com este antigeno, também observamos maiores frequéncias de
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células multifuncionais, quando comparados ao grupo controle (p=0,06 e p=0,0036,
respectivamente). No grupo de pacientes PT, PH8M induziu percentuais significativamente
maiores de células dupla positivas para IFN-y e TNF-a em relagdo ao controle (p=0,01). As
frequéncias de células simples produtoras de IL-2 ou de IFN-y tendem a ser mais altas no
grupo AT, em relacdo aos outros dois grupos, mas nao houve diferenca significativa.

Uma frequéncia elevada de células simples produtoras de TNF-o também foi
observada nos grupos de pacientes apos estimulo com a fragdo PH8O no grupo PT, com
diferenga significante sendo observada em relagcdo ao grupo controle (p=0,03). No estimulo
com o antigeno PH8O, o grupo PT foi o maior indutor de células CD4+ com fenotipo
multifuncional, com diferenga significante em relagdo aos grupos de pacientes AT e controle
(p=0,04 e p=0,003, respectivamente). O grupo AT também induziu maior frequéncia de
células multifuncionais em relagdo ao grupo controle (p=0,01). O fenétipo IFN-y " TNF-a'foi
mais frequente no grupo de pacientes PT, quando comparado ao grupo controle (p=0,02).

Ap6s estimulacdo com o antigeno particulado de La (PH8P), observamos uma maior
tendéncia da inducdo do fenotipo TNF-a em relagdo os outros fendtipos de células (Figura
4.11). No grupo AT, este fenotipo foi significativamente superior a todos os outros (com
p<0,05), exceto nas células produtoras somente de IFN-y.Por outro lado, no grupo dos
pacientes PT, ndo existiu diferenca significativa, apesar da maior frequéncia em relacdo aos
outros fenotipos celulares. Comparando os trés grupos estudados entre si, ndo encontramos
diferencas significativas na producdo de TNF-a apos estimulagdo com esta fragdo, mas sim
nas[Jcélulas multifuncionais no grupo PT, em relagdo aos grupos AT e controle (p=0,025 e
p=0,033, respectivamente), bem como duplas produtoras de IFN-y e TNF-a no grupo de
pacientes poOs-tratamento, quando comparado ao grupo controle (p=0,03).

As diferengas na qualidade da resposta imune do tipo Thl podem ser mais bem
evidenciadas quando avaliamos a contribui¢do de cada fendtipo de células produtoras de
citocinas, em graficos de grafico de setores (Figura 4.12). Ao observar o total da contribui¢do
dos tipos celulares produtores de IFN-y (linha roxa), verificamos que estas células parecem
aumentar sua propor¢do apenas na estimulagdo com o extrato total LbT e com a fracao
PH8M. No grupo controle, a contribui¢do destas células ¢ menor do que 50% para todos os
antigenos de L. (L.) amazonensis (total e fragdes), e de 55% para o extrato total LbT. Apesar
destas diferengas ndo serem tao definidas, existem alteragcdes marcantes quando passamos a
analisar separadamente a contribuicdo de cada fenotipo produtor desta citocina,
principalmente no que se refere as células multifuncionais produtoras de IFN-y TNF-a e IL-2
(em azul), e as células efetoras terminais simples produtoras de IFN-y (em

vermelho).Observa-se que as células multifuncionais no grupo AT estdo em maior propor¢ao

48



no extrato total LbT (10%), em relagdo a proporcdo dessas células induzidas por outros
estimulos. Este padrao ¢ seguido de PHST, contribuindo com 8% da populagdo total, PH8O
(7%), PH8M (5%), PH8 S (4%) e PH8P (3%). Em geral, notamos um aumento na
contribuicdo desse fenotipo celular no grupo de pacientes pos-tratamento, com o extrato total
LbT apresentando a maior proporg¢do de células IFN-[1 TNF-[1 TL-2", contribuindo com 28%
da resposta imune do tipo Thl total (que consiste no somatério de células CD4+ dos 7
fenotipos Thl avaliados), seguido de PH8M (23%), PH8O (12%), PH8T e PH8S (10%,
ambas), e PH8P (9%). O extrato total PH8T foi o que apresentou a menor alteragdo neste
fendtipo, quando comparamos os grupos antes e pos-tratamento (apenas 2% de aumento). No

grupo controle, a propor¢ao desta populagdo foi muito rara, inexistente para alguns estimulos.

As células efetoras terminais, produtoras exclusivamente de IFN-[][1[Jem vermelho),
foram as que mais contribuiram para a resposta imune Thl na estimula¢do com o extrato total
PHS8T (43% antes do tratamento, e 38% pods-tratamento), seguido de PH8S (30%) nos
pacientes AT. Com a estimulagdo com o antigeno total LbT, este tipo celular contribuiu com
20% da resposta antes do tratamento, e 21% pds-tratamento. Nota-se uma tendéncia a
manutencdo ou diminuicdo da contribuicdo deste fenotipo apds o tratamento. Entre os
controles, sua contribuicdo fica em torno de 20%, com exce¢dao de PHST (12%).

A contribui¢ao de células que sdo classificadas como aquelas que estariam no inicio da
diferencia¢do da resposta imune do tipo Thl (IL-2°, TNF-a', IL-2'TNF-a" em verde, cinza
escuro e preto, respectivamente) quando somadas, ndo sofreu alteracdo, ou mesmo diminuiu
no grupo pos-tratamento, em relagdo ao grupo AT, exceto para as fragdes PHSP (68% AT e
73% PT) e PH8S (53% AT e 67% PT). No caso do grupo controle, estes 3 fendtipos
contribuem com cerca de 70% da resposta imune Thl total, com exce¢do do extrato total LbT

(45%).
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Figura 4.11: Percentuais de células T CD4+ produtoras de 3, 2 ou uma Unica citocina,
apos estimulacdo com os extrato total (PH8T) e as fra¢des antigénicas de L. (L.)
amazonensis (PH8S, PH8M, PH8O e PHS). As barras mostram as medianas e os pontos os
valores individuais dos grupos de pacientes antes (verde) e pds-tratamento (vermelho) e do

grupo controle (azul)
* Mann-Whitney p<0,05.
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Figura 4.12: Contribuicdo (proporcdes) de cada fenotipo de células produtoras de citocinas para na
resposta imune do tipo Thl, avaliada apos estimulagdo de células mononucleares de sangue periférico
com os extratos totais LbT ¢ PHS8T, e fra¢des antigénicas de L. (L.) amazonensis, no grupo de
pacientes antes do tratamento (AT); no grupo de pacientes pos-tratamento (PT) e individuos controles
sadios (Ctrl). As linhas roxas mostram a resposta imune total de IFN-y.
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4.6.2. Células CD8"

A estimulacdo com os extratos totais (Figura 4.13) e as fracdes de L. (L.)
amazonensis (Figura 4.14) de maneira geral, ndo foram capazes de induzir, ou induziram um
percentual muito baixo de células dupla positivas e multifuncionais. De uma maneira geral, ha
um predominio de células simples produtoras de IL-2, TNF-[][Jou IFN-y. As células T CD8+
efetoras (simples produtoras de IFN-y) tendem a aumentar seus percentuais apds o tratamento
(com exce¢do da fracdo PH8P); porém, esta diferenca ndo foi estatisticamente significante
para nenhum estimulo testado.

Quando os resultados foram avaliados com relagdo a contribui¢ao de cada fenétipo na
resposta imune CDS estudada, o predominio de células simples positivas para cada uma das 3
citocinas ensaiadas torna-se mais evidente (Figura 4.15). Novamente, podemos notar que, de
maneira geral, as células simples positivas para IFN-y tendem a aumentar sua contribuicao
apods o tratamento. Inversamente, podemos observar uma diminui¢do na proporcao de células
simples produtoras de IL-2 ou de TNF-a. PHS8T foi o estimulo com a maior propor¢ao de
células IFN-y*, tanto no grupo de pacientes AT, quanto no grupo PT. No caso das células
simples produtoras de IL-2, observa-se que a maior contribuicdo deste tipo celular ocorreu
apods estimulagdo com a fragdo PH8M, nos dois grupos de pacientes estudados. Os fenotipos
de células T CD8 dupla positivas ou multifuncionais, parecem contribuir melhor na resposta
imune CDS8 no grupo controle (principalmente, com relagao as células duplo positivas para
IL-2 e TNF-a).Vale ressaltar, porém, que os percentuais de células positivas para citocinas no

grupo controle foram extremamente baixos.
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Figura 4.13: Percentuais de células T CD8+ produtoras de 3, 2 ou uma Unica
citocina ap0s estimulagdo com os extratos totais LbT e PH8T. As barras mostram as
medianas e os pontos os valores individuais dos grupos de pacientes antes (verde) e
pos-tratamento (vermelho) e do grupo controle (azul)

* Mann-Whitney p<0,05.
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Figura 4.14: Percentuais de células T CD8+ produtoras de 3, 2 ou uma unica citocina,
apos estimulacdo com os extrato total (PHS8T) e as fracdes antigénicas de L. (L.)
amazonensis (PH8S, PH8M, PH8O e PHS8). As barras mostram as medianas e os pontos os
valores individuais dos grupos de pacientes antes (verde) e pos-tratamento (vermelho) e do

grupo controle (azul)
* Mann-Whitney p<0,05; # PHST>PH8P Wilcoxon p<0,05; [1 PHSM>PH8O e¢ PH8P

Wilcoxon p<0,05.
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Figura 4.15: Contribuicdo (proporc¢des) de cada fenotipo de células produtoras de citocinas para na
resposta imune de linfocitos T CD8+, avaliada apds estimulacdo de células mononucleares de sangue
periférico com os extratos totais LbT e PH8T, e fragdes antigénicas de L. (L.) amazonensis, no grupo
de pacientes antes do tratamento (AT); no grupo de pacientes poés-tratamento (PT) e individuos
controles sadios (Ctrl).



4.7. Avaliacao da producio de IFN-y, TNF-a e IL-2 pelos fenotipos de células CD4+ Th1l

através da intensidade média de fluorescéncia (MFI)

No modelo de diferenciagdo das células Thl proposto por alguns autores (Fouds et al.,
2006; Seder, 2008), um dos fatores que tornam as células multifuncionais tdo competentes
para a funcgdo efetora de longa duragdo seria a sua capacidade de produzir citocinas de
maneira eficiente. Para avaliar esta possibilidade no nosso sistema, analisamos as médias de
intensidade de fluorescéncia (MFIs) das 3 citocinas Thl avaliadas, em cada fendtipo
funcional, j4 que as MFIs seriam um reflexo direto da maior ou menor producao destes fatores
soluveis pelas células T CD4+. Como o maior percentual das células multifuncionais foi
observado no grupo de pacientes apos o tratamento, comparamos as MFIs de cada citocina,
dentro de cada fendtipo, apenas neste grupo.

Os resultados expostos na tabela 4.1 demonstram que as células tripla positivas
possuem MFIs significativamente maiores para todas as 3 citocinas estudadas, quando

comparadas aquelas obtidas com as células simples positivas (p<0,05).

Passamos em seguida a avaliar brevemente os resultados que consideramos mais

interessantes para cada citocina.

4.7.1 MFI de IFN-y

Observamos que as células multifuncionais foram as maiores produtoras de IFN-y, em
comparagdo as células dupla positivas e produtoras de uma unica citocina frente a todos os
estimulos, com exce¢do da fracdo PH8T, na qual esta diferenga foi estatisticamente
significante apenas em relacdo as células simples positivas, e a fracdo PHEM em que nao
houve diferenga significante com relagdo as células IFN-y"TNF-a.

O extrato total LbT foi o estimulo que mais induziu a produ¢do de IFN-y pelas células
tripla positivas, sendo estatisticamente significante em relacdo a PH8T (teste Wilcoxon:

p=0,03).
4.7.2 MFI de TNF-a.

Entre as células produtoras de TNF-a, as que obtiveram maior MFI para esta citocina
foram as células multifuncionais. Todas as MFIs para TNF-a de células multifuncionais
foram maiores do que as células produtoras somente de IL-2°, para todos os estimulos

avaliados, com diferencas estatisticamente significantes.
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Na resposta ao extrato total LbT, tanto as células multifuncionais, quanto as células
produtoras de duas citocinas, produzem mais TNF-o" do que as células simples produtoras de
TNF-a (Wilcoxon: p<0,05). Com relacdo as fracoes de L. (L.) amazonensis, também
observamos diferenca estatisticamente significante entre as células multifuncionais, quando
comparadas as células TNF-a'TL-2" ap6s estimulagdo com PH8S. Sob o estimulo PH8M, as
células multifuncionais obtiveram MFI para TNF-a superior aquela das células produtoras de
IFN-y e TNF-a simultaneamente. Este ultimo fendtipo, por sua vez, apresentou MFI para a
referida citocina superior aquela das células simples positivas para TNF-a. Em relagao a
fracdo PH8O, as células multifuncionais obtiveram uma MFI para TNF-a estatisticamente
mais elevada do que frente a todos os outros fenotipos de células T CD4+ produtoras desta

citocina.
4.7.2 MFI de IL-2.

Assim como as duas citocinas mencionadas anteriormente, as MFIs das células
produtoras de IL-2 foram mais elevadas nas células multifuncionais, do que naquelas com os
fendtipos de duplas e simples positivas (Wilcoxon: p<0,05).

No estimulo LbT, as células simples positivas para IL-2 apresentaram a menor MFI,
com relagdo aos outros 3 fenotipos avaliados (TNF-a'TIL-2", IFNy'IL-27, IL-27), sendo que em
todos os casos, a diferengas foram estatisticamente significantes.

Com relagao ao extrato total PH8T, observa-se que as células produtoras de duas e trés
citocinas possuem maiores MFIs do que as células simples produtoras de IL-2", mas esta
diferenca foi significativa apenas em relagdo as células multifuncionais (Wilcoxon:p<0,05).
Observamos também que, apos estimulo com todas as fracdes de L. (L.) amazonensis, as
MFIs de IL-2 nas células tripla positivas também foram mais elevadas do que nas duplas

IFNy'IL-2", com excecdo da fragdo PHSP.
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Tabela 4.1: Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) de IFN-y, TNF-a e IL-2 das células
CD4+produtoras de uma, duas ou trés citocinas nos pacientes do grupo pds-tratamento. Os

resultados estdo expressos em mediana e entre paréntesis os quartis 25% e 75% .

MFI IFN-y MFI TNF-a MFI IL-2
= 'j _ o = == I — - ; _ = _
g |23 InZ| 2| B|FZ|RF| 5| 2 |nE|RF| T
?‘ é+ ' I|= <+ ?- Q+ <+ * Q+ Q+ ?- .|= * Q+ *
1750 207 53 0,1 49,4 16 8,5 0 301 46 75 0
LbT
(637; (72,4 (7,5; (0;49) (20; (7.2; (2 (0; (154,505 (1 (73 (0; 4,5)
2139) 688;) 377) 66) 76,8) | 27.5) 2,6) ) 129 141)
403 16 8 0,9 20 15,7 3 0 131 9,7 0 0
PHS8T 3
(54,5; 0;1041 (0; | (0305 | (6 (0; (0; (0:5) | (27; 385) (©; (0;59) | (0;12)
1045) \ 114.5) 45.7) 40) 34.5) 109)
982 117 12 0,4 *34, | 10 *0 0,7 #207 #7,6 2
PH8S 3 17
(156; (0;544) | (0;161 (0,4; (5,8; (0; (0;10) | (59;255) [ (0;59) (0;12)
1640) ) 53) [z T 28 B\ 8 8)
518 25 0 0,6 *24 | *2,8 0 0 #254 12 0
PH8M #0
(133; (0; (0; (0;40) | (8,5 (0; (0; (0; (62; 385) (0; (0; 5)
1938) 321,5) 158) 46,2) | 15,2 8,9) 0,1) 270)
PH8O 998 57 0 2 26 0 1 0 #226 #0 0 0
(318;1742 | (0;521) | (7.1; (0;13) (10; | (0; 20) (0; (0; (48; 411) (0; (; (0;0)
793 140 11 0,8 19,5 4 9 0 229 2 34 11
PH8P | (371;1437
) (5; (0;77) | (0;23,5) | (11; | (0;15) | (0; 26) (; (83; 349) (0; (11; (0;
854,5) 49) 1,6) 88,5) 155) | 68,5)

] MFI tripla positivas > MFI todos os outros 3 fendtipos (Wilcoxon: p<0,05)

] MFI > MFI células simples positivas (Wilcoxon: p<0,05)

* MFI tripla positivas > MFI fendtipo dupla positivas (Wilcoxon: p<0,05)

# MFI tripla positivas > MFI IFNY*IL2*(Wilcoxon: p<0,05)
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4.8 Anailise quantitativa da producio de IFN-y nos sobrenadantes de culturas
estimuladas com os antigenos totais LbT e PH8T, e com as fracdes antigénicas de L. (L.)

amazonensis.

A concentragdo de IFN-y detectada nos sobrenadantes das células cultivadas com os
extratos e fragdes foi significantemente maior no grupo de pacientes, tanto AT quanto PT, em
comparacao ao grupo controle (Mann-Whitney: p<0,05) (Figura 4.16). Aparentemente, existe
uma tendéncia das concentragdes de IFN-y produzidas pelas células dos pacientes PT a ser
superior aquelas observadas no grupo AT. Porém, somente as diferengas entre os grupos
estimulados com as fragdes PH8M e PH8P foram significativas (p=0,014 e p=0,041,

respectivamente).

Na comparagdo entre os diferentes estimulos, o extrato total LbT induziu niveis
significantemente maiores desta citocina do que todos os demais estimulos testados, tanto no
grupo de pacientes antes, como pos-tratamento (Wilcoxon: p<0,05) (Figura 4.16). Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significantes no grupo controle apds estimulagdo com

todos os antigenos.
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Figura 4.16: Niveis de IFNy (pg/ml) detectados nas culturas de células
mononucleares de sangue periférico estimuladas com os antigenos totais LbT e PH8T
¢ as diferentes fragdes de L. (L.) amazonensis (PH8S, PHSM, PH8O e PHSP) nos
grupos de pacientes antes (AT) e apo6s o tratamento (PT) e no grupo controle (Ctrl),
pela técnica de ELISA. As linhas horizontais indicam os valores da mediana de cada
grupo.® Mann-Whitney p<0,05. #,§ Wilcoxon p<0,05 LbT > todos os outros

estimulos.
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5. DISCUSSAO

As leishmanioses estdo incluidas no grupo de “doencas negligenciadas”, consideradas
pela Organizagdo Mundial de Saide um grave problema de satde publica (WHO, 2002).
Como referido anteriormente, as estratégias de controle se tornam complicadas devido a
ecologia do parasito e, por isso, o desenvolvimento de uma vacina ¢ considerada a medida
profilatica mais indicada para o controle da doenca. Apesar de inimeros esforgos para se
compreender a biologia dos varios parasitas causadores das leishmanioses, as causas das
diferentes manifestacdes clinicas, as moléculas e cé€lulas envolvidas na resposta imunolédgica
do hospedeiro, e aquelas relacionadas com o combate a infecgdo, em muitos aspectos ainda
ndo foram totalmente esclarecidos. A estratégia atualmente adotada para se desenvolver uma
vacina efetiva contra as leishmanioses, envolve a compreensdo dos fatores que regulam e
participam na prote¢do durante e apos a infecg¢do natural (Okwor & Uzonna, 2008).

Sabe-se que os linfocitos T possuem um papel crucial na protecdo contra varias
infecgdes causadas por parasitas intracelulares, incluindo as leishmanioses (Heralth et al.,
2003). Essas células possuem atividades funcionais heterogéneas, e medeiam seus efeitos por
uma variedade de mecanismos (Watchmaker et al., 2008; Zaragoza et al., 2011; Uchida, 2011;
Ahlers & Belyakov, 2010). E comum encontrarmos trabalhos em que a resposta imune do
tipo Thl, potencialmente protetora contra a doenca, ¢ avaliada exclusivamente pela sua
magnitude, através da frequéncia de células especificas para antigenos do parasita, ou pela
producao in vitro de IFN-y (Mendonga et al., 1995; De Luca et al., 1999; Elias et al., 2005;
Oliveira et al., 2005; Vélez et al., 2005). Porém, em muitos casos, tanto no modelo
experimental, como na doeng¢a humana, apesar da evidenciacdo da producdo desta citocina,
seja pela frequéncia de células produtoras, ou pela quantificagdo da citocina in vivo ou in
vitro, nao se observa uma correlagdo direta com a protecao (Gicheru et al., 2001; Anderson et
al., 2005; Oliveira et al., 2005; Vélez et al., 2005; Darrah et al., 2006; Okwor et al., 2008).
Desta forma, a magnitude de uma resposta imune celular medida por um parametro Gnico ndo
reflete o seu potencial total, ja que existem diversos parametros para serem analisados durante
uma resposta imunolodgica, como citocinas dos tipos Thl e Th2, moléculas de superficie,
receptores de quimiocinas e citocinas, etc.

E a partir desse ponto de vista que alguns autores vém buscando biomarcadores,
através da analise de multiplos paramentros, na tentativa de obter correlatos com a clinica do
paciente, ou a protecdo conferida por um candidato vacinal. Para tuberculose, o diagndstico
utilizado através da mensuragao da citocina IFN-y, ndo distingue infec¢do e doencga, por isso
tem sido desconsiderado, ja que a avaliacdo de outras citocinas em conjunto tém demonstrado

uma melhor correlacdo com as fases da doenga (Sutherland et al., 2010). Acredita-se que os
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imuno-marcadores tenham potencial na determinagdo de células T que se correlacionam com
a protecao na doenca (Parida & Kaufmann, 2010). Esfor¢os semelhantes também estdo sendo
empregados em outras doengas infecciosas, como HIV e malaria (Harari et al., 2011; Erdman
etal., 2011)

Neste sentido, métodos que melhor definam as caracteristicas funcionais de uma
resposta imunologica sdo de extrema importancia para se delinear correlatos de protegdo e,
consequentemente, avaliar antigenos, adjuvantes e novas estratégias de vacinagao.
Atualmente, a citometria de fluxo ¢ o unico método que caracteriza simultaneamente
multiplas fungdes, permitindo uma avaliagdo mais ampla da magnitude, fenotipagem e
capacidade funcional, a nivel de uma unica célula (Perfetto, 2004).

No presente estudo, avaliamos, por parametros qualitativos € quantitativos, a resposta
imune celular induzida por extratos totais de formas promastigotas de fase estacionaria de L.
(V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis, e por fragdes enriquecidas em componentes celulares
de promastigotas de L. (L.) amazonensis. Sendo a L. (V.) braziliensis uma espécie endémica
no estado do Rio de Janeiro desde o final do século XIX (Rabelo, 1913), e como todos os
pacientes avaliados sao provenientes de municipios do estado, possivelmente todos foram
infectados por esta espécie do parasita (Rabelo, 1913; Vieira-Gongalvez, 2008).

Para realizar o estudo, foram elaborados ensaios de citometria de fluxo
multiparamétrica para identificar, quantitativamente e qualitativamente, subpopulagdes de
linfocitos T CD4 e CD8 produtores de IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-10 em PBMCs de pacientes
com a doenga ativa, antes de receberem a terapia antimonial, e pacientes curados apds 140
dias do término do tratamento e, como controle, utilizamos células de individuos sadios, sem
historia prévia de infec¢@o por Leishmania. Também foi realizada uma analise da producao de
IFN-y nos sobrenadantes de culturas de PBMCs estimuladas in vitro com os antigenos do
parasita, através da técnica de ELISA, na tentativa de confirmar os resultados encontrados
pela citometria de fluxo.

O primeiro passo do estudo foi confirmar se a técnica de ultracentrifugacao e preparo
das fragdes foi bem sucedida, através da observacao em microscopia eletronica de transmissao
de secdes ultrafinas das fragdes antigénicas de L. (L.) amazonensis. Nao foi possivel
processar a fracdo soluvel PH8S, pois como o seu proprio nome diz, devido a presenga de
componentes solliveis que ndo precipitam mesmo apos ultracentrifugacao a 100.000g por 1
hora, ndo houve material suficiente para emblocar e visualizar na microscopia (Comunicagao
pessoal, Dr* Mirian Pereira, Laboratorio de Ultraestrutura Celular do IOC/Fiocruz).

As imagens obtidas com as fragdoes PH8M, PHSP e PH8O demostraram abundancia de

material eletrondenso e componentes relacionados, conforme suas denominagdes: estruturas
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com morfologia semelhantes a membrana, alta densidade de componentes particulados do
extrato total e estruturas que se assemelham as presentes no conteudo intracelular, como
microtabulos e organelas. Por outro lado, também foi possivel constatar que as fragdes nao
sdao altamente purificadas, pois em comparagdo as imagens de fracdes obtidas por outros
grupos, acreditamos que existam “contaminantes” celulares entre as fragdes que somente
marcadores enzimaticos especificos de estruturas ou organelas poderiam definir (Souza &
Cunha-e-Silva, 2003). Existem relativamente poucos relatos sobre o isolamento de estruturas
e organelas de protozoarios, devido a fatores como dificuldade em obtencdo de células
suficientes para o procedimento de fracionamento e desfragmenta¢do da célula, de forma a
manter as estruturas intactas, principalmente no caso dos protozoarios, que sdo mais
resistentes a ruptura, como os tripanossomatideos (Souza & Cunha-e-Silva, 2003). Alguns
grupos conseguiram obter fracdes subcelulares altamente purificadas, com objetivo de realizar
caracterizacdes ultraestruturais (Cunha-e-Silva et al., 1989; Dwyer, 1980). Em nosso estudo,
apesar das fragdes avaliadas ndo estarem com um grau de pureza elevado, fomos capazes de
obter diferencas na qualidade da resposta imune do tipo Thl, induzida por cada uma delas, em
relacdo ao extrato total de promastigotas de L. (L.) amazonensis (PHST).

A andlise das populagdes de linfocitos T CD4 por citometria de fluxo, revelou
percentuais semelhantes dessas células, quando comparados entre os grupos AT, PT e
controle, e também entre os percentuais induzidos pelas diferentes fracdes e extratos totais.
Ou seja, os estimulos ndo induziram diferengas na frequéncia dos linfocitos CD4*. Quando
comparados entre si, os estimulos também ndo induziram percentuais diferentes de células
CD8", mas quando foi feita a comparagdo entre os grupos, observou-se que ha uma tendéncia
ao aumento dessas células nos pacientes curados, em relagdo aos pacientes com a doenca
ativa, apesar de nao existir diferenca estatisticamente significativa. Na literatura, blastos de
célula T reativos a antigenos totais de L. (V.) braziliensis em pacientes com LTA,
demostraram um aumento dos percentuais de células T CD8" reativas ao antigeno de
Leishmania apdés o tratamento antimonial, com as células T CD4" mantendo percentuais
semelhantes, ou ligeiramente menores (Da-Cruz et al., 2002). Como nosso trabalho utiliza
culturas de curto periodo (cerca de 16 horas), essa poderia ser uma explicac¢ao plausivel para o
fato de, apesar da tendéncia ao aumento do percentual de células CDS8, esta ndo ter
apresentado significancia estatistica.

Por outro lado, em relagdo a auséncia de altera¢ao nos percentuais de células T CD4",
nossa expectativa ndo era a de que estes nimeros seriam alterados, mas seriam a magnitude
da resposta imune mediada por citocinas e, principalmente, a qualidade das respostas imunes

que apresentariam diferengas entre os grupos estudados, e também entre os estimulos,
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principalmente com relagdo aos extratos totais de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, ja
que existe uma grande possibilidade de que a totalidade dos pacientes estudados tenham sido
infectados por esta ultima espécie do parasita.

Os percentuais de células CD4'CD25" ndo apresentaram diferengas significativas em
nenhum tipo de comparagdo, apesar de existir uma tendéncia de serem mais frequentes no
grupo dos pacientes (ambos AT e PT), em comparacdo ao grupo controle. Estas células nao
demonstraram serem produtoras de IL-10 através da marcagdo intracelular para a citocina em
questdo. Portanto, a fonte de IL-10 nesses pacientes ndo parecem ser as células regulatérias e
nem de células CD4'CD25 ¢ CD8'CD25". Anderson e colaboradores (2007) observaram na
leishmaniose cronica experimental que a maior fonte de IL-10 ndo eram as células T
reguladoras naturais, mas sim células CD4"CD25". Avaliando a iMFI das células CD4 e CD8
produtoras de IL-10 entre os grupos, ndo foi possivel observar uma correlagdo entre o
processo de cura dos pacientes, com a produ¢do dessa citocina, a qual de acordo com a
literatura, estaria controlando o processo inflamatdrio para permitir a epitelizagao das lesdes
(Antonelli et al., 2004). Talvez a IL-10 provenha de mondcitos, e a inclusdo de um marcador
para este tipo celular (como para a molécula CDI14) poderia nos ajudar a avaliar esta
possibilidade (Gaze, 2006).

Ao analisarmos os resultados da marcagdo intracelular, observamos que a frequéncia
de células produtoras de cada citocina, individualmente analisada, ndo variou muito entre as
amostras que receberam os diferentes estimulos; porém, muitas vezes amostras com
percentuais semelhantes possuiam intensidades de fluorescéncia muito diferentes, ou vice-
versa. Desta forma, para melhor avaliar a qualidade da resposta imune induzida pelas fragdes
e extratos totais, utilizamos uma medida chamada Intensidade Média de Fluorescéncia
integrada (traduzida de iMFI). A iMFI integra duas medidas de avaliagdo da resposta imune:
a frequéncia e sua intensidade. A mesma vem sendo sugerida na literatura como um melhor
preditor da efetividade de uma vacina (Darrah et al., 2007; Huaman et al., 2009). Obtivemos
esta medida multiplicando-se a frequéncia de células produtoras de uma citocina particular,
pela sua MFI (intensidade média de fluorescéncia) na mesma amostra, e subtraimos pela iMFI
obtida nas células que ndo receberam estimulo. Assim, selecionamos somente as células
respondedoras aos antigenos de Leishmania, ou seja, as células especificas.

Mesmo com a utilizacdo da iMFI, as diferengas entre os estimulos ndo foram bem
evidenciadas. As células produtoras de citocinas apresentaram uma variacao significativa
entre os pacientes, principalmente no grupo AT, os quais possivelmente, devido ao pequeno
tempo de evolugdo da doenga (2,5 meses), ainda ndo montaram uma resposta imune do tipo

Th1 pro-inflamatoria suficientemente robusta no controle da carga parasitaria, havendo raras
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diferencas significativas em comparagdo ao grupo controle. Por outro lado, existiram
diferencgas significativas entre os grupos de pacientes PT e controle, submetidos a mesma
estimulagdo, indicando maior maturidade da resposta imune, e células respondedoras
especificas para a maior parte dos antigenos de Leishmania testados. Assim, foram
encontradas diferencas significantes nas iMFIs de citocinas Th1l ndo s6 com o antigeno LbT,
mas com o extrato total de L. (L.) amazonensis e suas fragdes, indicando que os pacientes
curados, que foram presumivelmente infectados por uma espécie nao-homologa, apresentaram
células respondedoras aos antigenos de L. (L.) amazonensis. Porém, ndo fomos capazes de
evidenciar diferencas entre as respostas desencadeadas pelos diferentes estimulos testados,
quando analisamos cada estimulo dentro de cada grupo (AT, PT e controle).

As células T CD8" produtoras de citocinas, apresentaram diferencas estatisticamente
significantes sob estimulagdo com LbT quando o grupo de pacientes PT foi comparado ao
grupo controle. Ainda ndo se sabe claramente como as células CD8" seriam ativadas na
infec¢do por Leishmania, ja que este ¢ um parasito intracelular que infecta células do sistema
fagocitico mononuclear, e reside no interior do fagolisossoma das mesmas, levando ao
processamento de antigeno para a via de apresentagdo de MHC classe II. Mas € certo que tais
células estdo associadas com a protecdo e cura da leishmaniose cutdnea, tanto em humanos,
quanto em camundongos (Ruiz & Becker, 2007). Foi relatado que células CD8TFN-y"
contribuem para a protecdo em longo prazo (cerca de um ano apds o aparecimento das lesdes)
em individuos com histérico de LC (Rostami, 2010). Nossos resultados corroboram esses
achados, pois os pacientes que se curaram exibiram maiores iMFIs para a citocina, no caso do
estimulo LbT, comparado ao grupo controle. Ja as iMFIs de células CD8'TL2" s3o maiores no
grupo de pacientes AT do que no grupo controle, sendo provavel que essas células dos
pacientes AT ainda estejam em um estagio inicial de diferenciacao, tendo entrado em contato
com o antigeno parasitario mais recentemente, e ainda ndo completaram seu desenvolvimento
para uma resposta imune do tipo Thl efetora. No caso dos individuos controles, seria a
primeira vez na qual as células Leishmania especificas estariam entrando em contato com
antigenos do parasita.

Como referido, a citometria de fluxo multiparamétrica possibilita a avaliagdo
simultanea de varios parametros fenotipicos, e de resposta funcional em nivel de uma unica
célula, com a producdo de varias citocinas. Através dessa abordagem, a qualidade da resposta
imune do tipo Thl vem sendo relacionada com um espectro de diferenciagdo baseada na
produgdo de citocinas, que se inicia com células IFN-y, produtoras de IL-2 e/ou de TNF-a
(provavelmente células de memoria central, ou células ativadas no inicio da diferenciacdo

Th1), passando por um fenotipo multifuncional IFN-y'TL2"TNF-a* ou IFN-y" IL2" TNF-a *
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(provavelmente células de memoria efetora), até células efetoras, em fase final de
diferenciacdo, que sdo simples positivas para IFN-y. A producao de IL-2 ¢ TNF-q, associada
a producdo de IFN-y, oferece maior capacidade proliferativa e fungdo efetora as células
multifuncionais, conferindo as mesmas, fungdo efetora de longa duragdo (Seder et al., 2008).
Além disso, quando a producdo de citocinas ¢ avaliada de forma semi-quantitativa utilizando-
se a MFI, foi demonstrado que as cé¢lulas multifuncionais produzem consideravelmente mais
citocinas, do que as simples positivas (Darrah et al., 2007, OUmm Um ] m [J Vv []
2007).

Nesse modelo de diferenciagdo linear, a célula T CD4+ pode nem sempre passar por
cada um destes estagios, podendo acontecer de uma célula IL-2" passar diretamente para o
fenotipo IFN-y'IL-2" até IFN-y" apds o primeiro contato com o antigeno, particularmente se o
estimulo for forte (Whu et al., 2002). Assim, pode-se desencadear uma resposta imune do tipo
Thl com predominancia de células efetoras que produzem somente IFN-y. Em nosso estudo,
um exemplo desta relagdo entre a intensidade do estimulo e a diferenciacdo da célula Thl
pode ser dado com o mitégeno Concavalina (Con) A, utilisada como controle positivo dos
experimentos. Observamos que, apds o estimulo com ConA, mais de 80% da resposta imune
dos fenoétipos de células avaliadas do tipo Thl é composta por células simples produtoras de
IFN-y (resultados ndo mostrados). Desta forma, para se avaliar um candidato vacinal, ou
mesmo um adjuvante, torna-se necessario avaliar ndo s6 a quantidade, mas também a
qualidade da resposta imune por ele desenvolvida, levando em considera¢do todos os
fenotipos celulares envolvidos. A avaliacdo dessas células durante a infec¢do natural,
também ¢ um parametro importante no entendimento de qual resposta imune seria realmente
efetiva, seja na cura e na protecdo contra infeccdes subseqiientes, com o mesmo patéogeno ou
com patogenos relacionados, de modo andlogo ao caso de L. (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis.

Estudos da qualidade da resposta imune do tipo Thl durante a infec¢do pelo HIV
mostraram que os individuos ndo-progressores, ou seja, os infectados que mantém as cargas
virais baixas por longos periodos, apresentam propor¢des mais altas de células que expressam
IL-2 e IFN-y, enquanto nos denominados progressores, que possuem carga viral alta, estas
células pertencem predominantemente ao fendtipo de célula efetora terminal, simples
produtoras de IFN-y (Younes, 2003). Posteriormente, 0 mesmo grupo demonstrou que a
frequéncia das células multifuncionais ou IL-2°TFN-y" representa quase que 50% das
respostas imunes Thl total dos individuos em terapia antirretroviral e dos nao-progressores

(Kannanganat, 2007).
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Em nossos ensaios, o estimulo que demonstrou induzir as maiores proporgdes de
células multifuncionais em relacdo aos outros fenotipos de células produtoras de uma ou duas
citocinas foi o extrato total LbT nos dois grupos de pacientes. Por outro lado, o extrato total
de L. (L.) amazonensis (PH8T) induziu altas propor¢des de células IFN-y". Todos os
estimulos testados aumentaram a proporg¢do de células multifuncionais (IFN-yIL-2"TNF-a")
dentre as células T CD4" respondedoras apds o tratamento, quando comparado as células
respondedoras antes do tratamento, sendo que no extrato total PH8T este aumento foi de
apenas 2% (Figura 4.12).

Supreendentemente, as fragdes de L. (L.) amazonensis nao induziram respostas imunes
qualitativas semelhantes ao do extrato total da espécie homologa, ndo sendo esta também a
soma das respostas observadas com as fragdes. Observa-se que a fragdo PH8M foi a que
induziu maiores propor¢des de células multifuncionais nos pacientes PT depois do extrato
total de L. (V.) braziliensis, e a qualidade da resposta imune evidenciada por PH8M foi muito
distinta, quando comparada ao extrato total de L. (L.) amazonensis. A fragdo soluvel também
induziu frequéncias mais altas de células multifuncionais no grupo PT em relacdo aos outros
grupos.

Possivelmente, os antigenos estdo combinados no extrato total PH8T de uma certa
maneira que estimulam com maior intensidade as células T, induzindo diretamente altas
propor¢des das células efetoras na fase final de diferenciacao. Visto que a L. (L.) amazonensis
causa a forma difusa de LTA, associada a uma auséncia de resposta imune celular especifica
ao parasita, poderiamos nos perguntar, com base nesses resultados: esta auséncia de resposta
imune se deve a indu¢do de anergia como ja foi ora proposto (Pinheiro et al., 2004 ¢ 2005)
e/ou haveria algum componente envolvendo uma estimulagdo forte, capaz de levar estas
células ao final da linha de diferenciag@o da resposta imune do tipo Thl, as células produtoras
de IFN-y? Estudos relataram que o extrato total de L. (L.) amazonensis, da mesma cepa
utilizada em nosso estudo, ¢ capaz de induzir apoptose e supressdao da proliferacdo de células
de linfonodo de camundongos infectados por L. (L.) amazonensis, enquanto que o extrato
total de L. (V.) braziliensis (semelhante ao nosso LbT), ndo interferiu na proliferacao celular,
quando comparado ao controle sem nenhum estimulo adicionado a cultura (Pinheiro et al..
2004).

Nos pacientes do grupo antes do tratamento, assim como nos individuos controle,
existe uma porgdo grande de células produtoras de IL-2, TNF-a, IL-2'TNF-a". Tem sido
sugerido que estas células estdo no inicio da diferenciacdo, e também podem ser células de
memoria central, capazes de sofrer rapida proliferacdo e diferenciacdo apds uma segunda

exposi¢ao ao agente infeccioso (Fouds et al., 2006). Esses resultados sdo extremamente
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coerentes com os achados de iMFI para IL-2, ja discutidos anteriormente, e indicam
novamente primeiro contato com o antigeno no grupo de individuos controle sadios, € no
grupo de pacientes antes do tratamento.

Cacamo e colaboradores (2010) avaliaram os sete fenotipos de células CD4+
especificas para Mycobacterium tuberculosis em pacientes na fase ativa, latente da doenga e
pacientes apds a antibioticoterapia. Porém seus resultados sdo diferentes em relagdo aos
nossos, bem como ao que tem sido proposto pela literatura, incluindo ensaios de protecao com
antigenos de Mycobacterium tuberculosis que correlacionaram a protecdo com a maior
proporcao de células multifuncionais (Linderstrom et al.,2009; Derrick et al.,2011) j& que os
autores daquele trabalho encontraram as células multifuncionais nos pacientes com
tuberculose ativa (80% dos pacientes), e a propor¢ao dessas células sdo menores durante a
fase latente, sendo observadas somente em 10% desses mesmos pacientes. E possivel que os
antigenos utilizados nos ensaios in vifro para a analise da produ¢do de citocinas tenham
provocado uma resposta de baixa proporcao de células triplo-positivas com mais células com
perfil efetor ou que ainda, alguma citocina regulatoria, como TGF-[3 influencie na resposta
imune dos pacientes na fase latente.

Corroborando os achados da literatura, nossos resultados das MFIs das células
produtoras de trés citocinas e as células que produzem uma ou duas citocinas, nos pacientes
curados, demonstraram que, em relagdo a producdo de IFN-y, as células multifuncionais
tiveram maior média em relacdo as outras células, em todos os estimulos, com diferencgas
extremamente significantes em relacdo as células simples produtoras de IFN-y. As células
multifuncionais também produzem mais IL-2 e TNF-a, demonstrado pelas diferencas
estatisticamente significantes das MFIs em comparacdo com as células simples positivas
(Tabela 4.1).

Analisamos também, de forma quantitativa, a producao de IFN-y nos sobrenadantes de
PBMCs de individuos pertencentes aos 3 grupos estudados, estimuladas com as fragdes e
extratos totais. Observamos que LbT foi o estimulo que induziu as maiores concentragdes de
IFN-y nos sobrenadantes, em comparagdo com os outros estimulos, nos grupos dos pacientes
AT e PT. Esses resultados sugerem uma correlacdo com aqueles que obtivemos na andlise da
proporcao de células multifuncionais, no qual LbT induziu a maior propor¢ao de células triplo
positivas, células essas que também possuem a maior MFI para IFN-y, como relatado
anteriormente. Infelizmente, devido ao numero de células ser insuficiente para a realizacao
das duas técnicas com amostras de um mesmo paciente, ndo foi possivel confirmar essa
correlacdo de maneira estatistica. Resultados ja publicados por nosso grupo (Telino et al.,
2006), também demonstraram que o extrato total de L. (V.) braziliensis induziu maior
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concentracdo in vitro de IFN-y, do que o homdlogo de L. (L.) amazonensis em células de
pacientes com a doenga ativa, e que todos os estimulos induziram niveis maiores da citocina,
quando comparados aos controles sadios, assim como observado em nosso estudo.

Apesar de ndo termos encontrado diferencas estatisticamente significativas na
producao de IFN-y nos sobrenadantes de culturas de PBMCs obtidas dos grupos de pacientes
AT e PT (somente para PH8M e PH8P), existe uma tendéncia ao aumento da citocina nos
pacientes PT, o que pode ser refletida também pelo aumento da propor¢do das células
multifuncionais.

A manutencdo de células T de memoria ¢ uma caracteristica na prote¢do imune, e
constitui um dos maiores objetivos das estratégias no desenvolvimento de vacinas (Esser et
al.,, 2003). O “pool” de células T de memoria serve como um depdsito de células T
especificas para um antigeno, que se “recordam” de encontros anteriores com este mesmo
antigeno (Tanel et al., 2009). As células T de memoria, desenvolvidas apds a vacinagdo ou
infeccdo natural, levam a geracdo de uma resposta imune protetora contra uma re-exposicao
ao patogeno, pela proliferacdo clonal rapida e ativacdo de fungdes efetoras (Tanel et al.,
2009). Entretanto, no contexto de varias infeccoes, estas cé¢lulas T falham na persisténcia e
morrem. Desta forma, torna-se importante entender os mecanismos pelos quais as células T
de memoria sdo geradas, para o desenvolvimento de estratégias racionais de vacinagdo, € o
aperfeigoamento de intervengdes terapéuticas em infec¢des cronicas.

Em humanos e camundongos, as células de memoria sdo divididas em central e
efetora, de acordo com a capacidade migratdria, localizacdo e a funcdo, de acordo com a
produgdo de citocinas (Sallusto et al., 2004). Além da classificacdo baseada na produgdo de
citocinas, existe a ordenacdo classica, baseada em marcadores de superficie. Porém,
frequentemente ocorre concordancia entre as duas classificagdes (Whu et al., 2002). Segundo
a literatura, as cé€lulas no inicio do estdgio de diferenciacdo produzem principalmente IL-2, e
sdo células de memoria central (Sallusto et al., 1999). Assim que a célula passa a produzir
IFN-y, ela perde a expressdo de alguns marcadores de superficie (como o receptor de
quimiocina CCR7), além de sua capacidade proliferativa, gerando células de memoria efetora,
que posteriormente passardao ao fendtipo de célula efetora (Sallusto et al., 1999).

Em nosso estudo, ndo utilizamos marcadores de superficie relacionados aos fenotipos
de memorias central ou efetora (como CCR7, CD62L ¢ CD45RA), mas estamos certos de
que, incluindo estes marcadores em nosso painel de anticorpos, teremos uma resposta mais
clara sobre a capacidade de memoria dessas células. Desta forma, baseando-se somente na
classificacdo envolvendo a produgdo de citocinas, nossos resultados com o antigeno total

PHS8T nos levam a imaginar que este estimulo ndo seria capaz de induzir a geragdo de células
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de memoria suficientes, e que assim ndo protegeria contra a infeccdo pelo parasita L. (L.)
amazonensis. Atualmente, estamos realizando um ensaio de imunoprote¢ao com as fragdes e
os extratos totais, associados ou ndo a CpG ODN, um potente estimulador de resposta imune
do tipo Th1, na tentativa de avaliar melhor essa intrigante possibilidade.

Tomados em conjunto, nossos resultados com os extratos totais de L. (V.) braziliensis
e de L. (L.) amazonensis indicam que, células mononucleares de sangue periférico obtidas de
individuos infectados com L. (V.) braziliensis, respondem qualitativamente diferente quando
estimuladas com o antigeno homologo, ou com uma espécie diferente do parasita, no caso
também de outro subgénero. Poderia ser esta diferenca um reflexo da fraca imunidade
cruzada existente entre as espécies de Leishmania do Novo Mundo, muito bem estudada e
descrita por varios autores (Lainson & Bray, 1966; Laison & Shaw, 1977; Porrozi et al., 2004;
Tonui & Titus, 2007). Nossa intengdo ¢ a de futuramente investigar melhor esta questdo,
analisando as respostas imunes de pacientes infectados com L. (L.) amazonensis, estimuladas
com o extrato total e com as fragdes subcelulares de espécie homodloga, e avaliando a resposta
imune contra antigenos de outras espécies de Leishmania, nos pacientes infectados com L.
(V.) braziliensis, incluindo espécies do mesmo subgénero. Por outro lado, as semelhangas
observadas na qualidade da resposta imune do tipo Thl entre o estimulo com o extrato total
LbT e a fracdo de membrana de L. (L.) amazonensis, principalmente no grupo de pacientes
poOs-tratamento, apontam para a possibilidade da existéncia de antigenos de membrana
envolvidos na indugdo de células multifuncionais, € que possivelmente possuem reatividade
cruzada entre espécies e subgéneros diferentes de Leishmania.

Com relagdo as células T CDS, as por¢des de células multifuncionais ndo foram
evidenciadas, pois as mesmas foram escassas ou inexistentes. E possivel que, no caso das
células CD8", o fendtipo multifuncional ndo tenha tanta importincia na infec¢do contra a
Leishmania, mas sim as células efetoras. O fato de mais de 50% das células CDS especificas
para os antigenos testados, induzidas apds o tratamento, serem células simples produtoras de
IFN-y, ndo nos parece um fator negativo, ja que ¢ sabido que estas células auxiliam na
resposta imune a patoégenos intracelulares, ndo sé por sua acdo citotoxica, mas também pela
ativagdo dos macrofagos infectados, através da producdo desta citocina em particular
(Rostami, 2010). Além disso, nem sempre existe uma associa¢do entre a producdo de [FN-y e
funcao citotdxica ndo ocorrendo uma relacao direta entre essas duas caracteristicas das células
CD8" com os fendtipos de memoria central ¢ efetora (Unsoeld et al., 2002; Flynn et al., 2009).

Mais de um modelo tém sido sugerido para estudar a relagdo entre as linhagens de
célula T CD8+ de memoria central, efetora e virgens apds a estimulagdo antigénica, e como as

cé¢lulas de memoria sdo geradas. Grande parte deles estudam a geragdo dessas células em
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infeccgdes virais (Kaech et al., 2007). Wherry e colaboradores (2005) demonstraram que, apds
ativagdo, as células seguem um modelo de diferenciagdo linear, em que primeiramente sao
geradas células CD8" efetoras que ddo origem as células de memoria efetora e de memoria
central. Um segundo modelo (Chang et al., 2007) descreve uma forma de diferenciagdo
assimétrica, em que uma célula T virgem, quando ativada, dd origem simultaneamente a dois
polos diferentes de células filhas: um poélo com fenotipo de células de memoria, e outro de
células citotoxicas efetoras. Se nos basearmos no primeiro modelo, € possivel que as células
CD8+ simples produtoras de IFN-Y, respondedoras ao antigeno do parasita, evidenciadas no
grupo de pacientes apds o tratamento, possam originar células de memoria central; porém, da
mesma forma do que ja& foi relatado para as células CD4+, para avaliarmos de forma mais
clara essa hipdtese seria necessario a utilizagdo de outros marcadores como CD62L e
granzima B, além das citocinas avaliadas.

O presente estudo apresenta uma contribuicdo para o entendimento da
imunopatogénese da leishmaniose tegumentar americana, e mostra a importancia da avaliagdo
de mais de um parametro,a nivel de uma unica célula, para o entendimento da resposta imune
na infecc¢ao, corroborando a nogao de que uma resposta imune do tipo 1 nao pode ser medida
exclusivamente pela produgdo, ou pelo nimero de células produtoras, de IFN-y. Precisamos
ndo sO nos ater a quantidade, ou intensidade de uma resposta imune, mas também avaliarmos
de maneira minuciosa a fonte, e a qualidade da mesma. Uma producao robusta de I[FN-y ndo
necessariamente significa protecdo de longa duracdo, pois a mesma pode ser proveniente de
um numero elevado de células CD4 simples positivas para esta citocina, que estdo fadadas a
morte rapida por apoptose, € ndo serdo suficientes para proteger o individuo por muito tempo,
ou de um numero relativamente pequeno de células multifuncionais, extremamente eficientes
na sua fun¢do efetora, e que permanecem no sistema por um periodo de tempo maior, devido

a acdo da IL-2.

6. CONCLUSOES
* A magnitude de resposta imune, quando medida in vitro por citocinas avaliadas

individualmente, ndo pareceu ser um bom parametro para o entendimento da resposta

imune do tipo Thl induzida apds a infec¢do por Leishmania.
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O extrato total de L. (V.) braziliensis (LbT) foi o estimulo que induziu a maior
propor¢ao de células T CD4" multifuncionais, coincidentemente o estimulo que
contém antigenos de uma espécie do parasita homodloga aquela com a qual,

possivelmente, a totalidade dos pacientes tenha sido infectada.

O extrato total de L. (L.) amazonensis (PH8T) induziu a maior proporcao de células T
CD4+ simples produtoras de IFN-y, que, segundo o modelo de diferenciacdo estudado,

seriam cé€lulas efetoras terminais que morreriam rapidamente.

A qualidade de resposta imune da fracdo de membrana de L. (L.) amazonensis
(PH8M), observada nos pacientes apos o tratamento, indica a existéncia de antigenos
de membrana capazes de induzir uma resposta do tipo Thl com qualidade semelhante

a induzida por LbT.

Antigenos de espécies, ou de ao menos subgéneros diferentes de Leishmania, induzem
uma qualidade de resposta imune do tipo Thl distinta em pacientes com a forma

cutanea de LTA.

O aumento da propor¢do das células CD4" multifuncionais observado nos pacientes
curados da forma cutanea da doenca sugerem um efeito benéfico dessas células na

leishmaniose tegumentar americana.
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8. ANEXOS

&.1. Anexo I - Termo de consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Instituigdo: INSTITUTO OSWALDO CRUZ - FIOCRUZ

Titulo do Projeto: Desenvolvimento de vacinas candidatas contra leishmaniose a partir de
genes de Leishmania amazonensis

Pesquisador: Dr. Sergio CF Mendonga

Nome do Voluntario:

Como voluntario, o (a) Sr. (a) esta sendo solicitado (a) a participar de uma investigacao
cientifica, patrocinada pela Fundagcdo Oswaldo Cruz com o objetivo de investigar a resposta
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imunoldgica induzida por antigenos candidatos a vacina contra leishmaniose, sob a
Coordenacao do Dr. Sergio C. F. Mendonga, Médico Infectologista e Pesquisador Titular do
Departamento de Imunologia do Instituto Oswaldo Cruz. Este documento procura fornecer ao
(a) Sr. (a) informacdes sobre o problema de saude em estudo e o que sera realizado,
detalhando os procedimentos e exames, beneficios, inconvenientes e riscos potenciais. O (A)
Sr. (Sra.) podera recusar-se a participar da pesquisa ou, mesmo, dela se afastar em qualquer
tempo, sem que este fato lhe venha a causar qualquer constrangimento ou penalidade por
parte da instituicdo, a qual manterd o acompanhamento e tratamento que lhe estd sendo
prestado para atender o problema de satde objeto da investigacdo. Os investigadores se
obrigam a ndo revelar sua identidade em qualquer publicagao resultante deste estudo, assim
como, poderdo interromper a participagdo do Sr. (a), a qualquer tempo, por razdes técnico/
médicas quando, entdo, lhe serdo fornecidos aconselhamentos e orientagdo. Os exames e
procedimentos aplicados lhe serdo gratuitos. O Sr. (a) recebera todos os cuidados médicos
adequados para o controle de efeitos adversos que possam ocorrer, em conseqiiéncia de sua
participag@o nesta pesquisa. Os dados obtidos ndo serdo utilizados para fins que ndo constem
nos objetivos deste projeto. Antes de assinar este Termo, o Sr. (a) deve informar-se
plenamente sobre o mesmo, nao hesitando em formular perguntas sobre qualquer aspecto que
julgar conveniente esclarecer. E importante estar ciente das seguintes informagdes:

1- O problema de satde objeto da investigagao:

A leishmaniose tegumentar ¢ uma doenca da pele de gravidade variavel de acordo com a
reacdo do organismo do doente. E causada por um protozoario denominado Leishmania. A
melhor forma de se evitar a leishmaniose tegumentar seria através de uma vacina.

2- Objetivo da investigacao:

Pesquisas deste tipo representam um passo necessario para o desenvolvimento de uma vacina
contra a leishmaniose tegumentar. Em todo o mundo milhdes de pessoas estdo expostas ao
risco de contrair a doenga, inclusive no continente americano. O objetivo principal desta pesquisa
¢ avaliar a resposta de células de defesa contra as vacinas testadas, a fim de se verificar se esta
resposta esta ou nao relacionada com uma possivel prote¢do contra a doenga.

3- Exames, procedimentos e agentes terapéuticos que serdo utilizados:

Nesta investigagdo esta prevista apenas a coleta de sangue venoso periférico. Se o Sr. (a) €
portador de leishmaniose ou est4 tendo atendimento médico confirmar ou ndo o diagndstico desta
doenga, a coleta de amostras de sangue faz parte da rotina para diagnostico e acompanhamento
clinico nos ambulatorios especializados. Os testes diagnodsticos envolvem em geral amostras um
pouco menores (5 ml). A concordancia em participar na pesquisa implicard na coleta de um
volume superior(20 ml), mas que também ndo trard nenhum risco adicional nem envolvera
nenhuma mudanga no procedimento técnico de coleta. Todo o material usado na coleta ¢
descartavel e sera utilizado apenas uma vez em cada voluntario.

4- Beneficios:

A conclusdo deste estudo podera representar um avango importante para o desenvolvimento de
uma vacina contra leishmaniose tegumentar e, consequentemente, um beneficio para as
populagdes de areas onde ocorre a transmissao da doenga.

5- Inconvenientes:

Os inconvenientes sdo apenas os relacionados a coleta de amostras de sangue venoso periférico.
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6- Riscos potenciais conhecidos até os dias atuais:

Nao existem riscos potenciais conhecidos, visto que os procedimentos que serdo utilizados
durante este estudo sdo rotineiramente usados para o diagnostico da leishmaniose tegumentar.

7- Garantia de confidencialidade:

Os dados coletados ficardo sob responsabilidade do coordenador do projeto que se
responsabilizard pela confidencialidade dos mesmos. Em nenhuma hipotese a identidade dos
participantes sera revelada. Toda precaucdo sera tomada no sentido de preservar o direito de
privacidade dos participantes.

O Pesquisador responsavel (Dr. Sergio Coutinho Furtado de Mendonga) estara a sua disposicao
para esclarecer qualquer duvida sobre este projeto, no telefone: 3865-8198. Declaro estar ciente
do inteiro teor deste Termo de Consentimento, decidindo-me a participar da investigacdo
proposta, depois de ter formulado perguntas e de ter recebido respostas satisfatorias a todas elas, e
ciente de que poderei voltar a fazé-las a qualquer tempo, assim como abandonar o estudo a
qualquer momento caso queira, ¢ que a decisdo de abandonar o estudo ndo tera qualquer
influéncia no atendimento médico nem na relacado médico-paciente.
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Declaro dar meu consentimento para participar desta investigagdo recebendo uma copia do
Termo, estando ciente, ainda, de que outra copia permanecera registrada nos arquivos da
Fundag¢ao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Local e data:

Nome do voluntario:
Endereco do voluntario:
Assinatura do voluntario:
Local e data:

Assinatura do investigador:
Local e data:

Nome da testemunha:
Assinatura da testemunha:
Local e data:
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8.2 Resultados preliminares

Metodologia Kit CBA

Um total de 1 x 10° CMSP obtidas de pacientes e controles sadios foram
independentemente estimuladas em placas de 24 pogos (Nunc, EUA) com os extratos totais
(PHS8T e LbT) e fragdes antigénicas de L. (L) amazonensis (10g/mL) e cultivadas em estufa
a 37°C em atmosfera umida contendo 5% de CO, (NAPCO, NY, EUA). Os sobrenadantes de
culturas foram coletados ap6s 72 horas para dosagem de citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL10,
IL4, IL5) utilizando-se o kit comercial CBA (BD, EUA).

Analise quantitativa da producio de citocinas nos sobrenadantes de culturas
estimuladas com os antigenos totais LbT e PH8T e com as fracoes antigénicas de L. (L.)

amazonensis.

Podemos notar que as células dos pacientes (AT e PT) produziram mais IFN-y do que
as células dos individuos do grupo controle, quando estimuladas com os extratos totais LbT e
PHST e com as fragdes de L. (L.) amazonensis, porém, devido ao numero pequeno de
amostras testadas no grupo controle (apenas duas), nao foi possivel a realizagdo de teste
estatistico (Figura 8.1).

No grupo de pacientes antes do tratamento obtivemos resultados mais heterogéneos
em relagdo ao grupo pos-tratamento, com valores minimos € maximos bem discrepantes.

Com relagdo a produgdao de TNF-a (Figura 8.2) percebe-se que o estimulo com o
extrato total de L. (V.) braziliensis (LbT) foi o que induziu a maior concentracdo desta
citocina nos grupos de pacientes, porém ndo obtivemos nenhuma diferenca de significancia
estatistica.

Na avaliagao da produgdo de IL-2 existe uma tendéncia da fragdo soluvel (PHS8S)
induzir a producao de niveis muito baixos desta citocina mas, novamente nao encontramos
diferencas estatisticamente significantes entre os estimulos nem entre os grupos AT, PT e
controle (Figura 8.3).0 mesmo pode ser observado com relagao a IL-10 (Figura 8.4).

Com relacdo a producdo de IL-5 foram detectados niveis baixos ou ausentes da
citocina nos grupos de pacientes e no grupo controle, porém, os niveis mais elevados foram
observados nos pacientes antes do tratamento (Figura 8.5). Novamente, nenhuma diferenca

estatisticamente significante foi observada.
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Figura 8.1: Niwveis de IFNy (pg/ml) detectados nas culturas de células
mononucleares de sangue periférico estimuladas com os antigenos totais LbT e
PHST eas diferentes fragdes de L. (L.) amazonensis (PHSS, PH8M, PH8O ¢
PHS8P) nos grupos de pacientes antes (AT) e ap6s o tratamento (PT) e no grupo
controle (Ctrl), utilizando-se o kit CBA. As linhas horizontais indicam os valores
da mediana de cada grupo.
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Figura 8.2: Niveis de TNFo (pg/ml) detectados nas culturas de células
mononucleares de sangue periférico estimuladas com os antigenos totais LbT e
PHST eas diferentes fragdes de L. (L.) amazonensis (PH8S, PHSM, PH8O e
PHS8P) nos grupos de pacientes antes (AT) e apds o tratamento (PT) e no grupo
controle (Ctrl), utilizando-se o kit CBA. As linhas horizontais indicam os valores
da mediana de cada grupo.
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Figura 8.4: Niveis de IL10 (pg/ml) detectados nas culturas de células
mononucleares de sangue periférico estimuladas com os antigenos totais LbT e
PHST eas diferentes fragdes de L. (L.) amazonensis (PH8S, PHSM, PH8O ¢
PHS8P) nos grupos de pacientes antes (AT) e apos o tratamento (PT) e no grupo
controle (Ctrl), utilizando-se o kit CBA. As linhas horizontais indicam os valores

da mediana de cada grupo.
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Figura 8.5: Niveis de IL5 (pg/ml) detectados nas culturas de células
mononucleares de sangue periférico estimuladas com os antigenos totais LbT e
PHST eas diferentes fragdes de L. (L.) amazonensis (PH8S, PH8M, PH8O ¢
PHS8P) nos grupos de pacientes antes (AT) e apds o tratamento (PT) e no grupo
controle (Ctrl), utilizando-se o kit CBA. As linhas horizontais indicam os valores
da mediana de cada grupo.
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Como perspectiva, aumentaremos a casuistica de pacientes para evidenciar diferencas entre os
grupos, como encontrada pels técnica de ELISA para [FN-y.
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