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RESUMO

As leishmanioses constituem um complexo de doencas causada pelo protozoario intracelular,
do género Leishmania, sendo a resposta imune celular essencial para controle, eliminacédo e
protecdo contra a infeccdo. A teoria clonal da imunidade celular propde que as respostas
imunoldgicas sdo estabelecidas através do aumento na frequéncia de clones especificos ao
antigeno. Para avaliar a resposta das células T a infeccdo por Leishmania, investigamos, por
citometria de fluxo, a expressdo de cadeias V[ de receptores de células T (TCRs), estado de
ativacdo, capacidade de adesdo ao endotélio e potencial funcional de clones especifico. Em um
grupo de pacientes com Leishmaniose Cutédnea Localizada (LCL), avaliamos diferentes
subpopulacdes de células T através da expressdo da regido VP, no sangue periférico e na biopsia
da lesdo. Utilizamos células mononucleares de sangue periférico (CMSPs), de pacientes LCL
e controles saudaveis, nas quais avaliamos, ex vivo, a expressdo de moléculas de ativacdo
(CD25, CD69 e HLA-DR), adesao (LFA-1, VLA-4 e CD62L), co-estimulatdria (CD27 e CD28)
e marcadores de memoria (CCR7, CD45RA, CD45R0). In vitro, as CMSPs de pacientes com
LCL foram estimuladas com SLA para avaliar a expansao do clone VP12 ¢ a produgdo de
citocinas intracelulares (IL-2, IFN-y e TNF). Nossos resultados mostram: (1) diminuicdo no
sangue das células T CD4" que expressam Vf2, VB5, VB12 e CD8" VB35, VB12, VP14 nos
pacientes com LCL quando comparado com os controles saudaveis; (2) um perfil de ativacéo
prévia de células T CD4" VB2, VB5 e CD8" V5, VP14, com expressdo mais elevada HLA-
DR, enquanto que o clone VP12 apresentou diferentes niveis de ativacdo; (3) uma correlagdo
positiva entre as frequéncias das células T CD4* e CD8 V12" ativadas e o tamanho das lesdes;
(4) alta expressdo de moléculas de adesdo, indicando direcionamento das células T CD4" e
CD8" expressando VP12 para o local da lesdo, confirmado através da (5) alta frequiéncia de
células VP12 CD62L'°" no sangue dos pacientes quando comparado aos controles; (6) os
pacientes apresentaram frequéncia mais elevada de células CD4" V12 com fendtipo efetor
(CD45RACCRT7; CCR7"CD45R0O*CD28"; CD45R0OCD27°) enquanto as células CD8" VB12
apresentaram o fendtipo de memoria efetora (CD45RA'CCR7,, CCR7'CD45R0OCD28',
CD45R0O*CD27"), esse perfil apresenta correlacdo positiva entre a frequéncia de células no
sangue, com o tamanho da lesdo; (7) CMSPs de pacientes com LCL, estimuladas com SLA,
apresentaram aumento na frequéncia das células T CD4" e CD8" expressando VB12; (8) in
vitro, as células T CD4" VB12 produziram predominantemente IFN-y, enquanto células CD8*
VP12 produzem IFN-y e TNF; (9) Ambas as células VP12 tém uma subpopulagdo dupla
positiva para IFN-y e TNF. O VB12 contribui para a resposta inflamatoria através produgdo de
IFN-y e TNF, assim como para manuten¢do da lesdo devido a presenga das células T CD8" de
memoria efetora com capacidade de producéo simultanea de IFN-y ¢ TNF.

Palavras-chave: Leishmaniose Cutanea, Linfocitos T, Receptores de Antigenos de Linfdcitos
T alfa-beta, Receptores CCR7, Antigenos CD45.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a desease caused by infection with the Leishmania protozoan parasite. The
cellular immune response is essential for controlling, eliminating and protection of the
Leishmania infection. The clonal theory of cellular immunity proposes that immunological
responses are established by increasing the frequency of antigen-specific clones. In order to
measure the host T cell response to Leishmania infection, we have investigated by flow
cytometry, the expression of VB chains of T-cell receptors (TCRs), activation state, adhesion
to endothelium of capacity and functional potential of specific T. In a group of localized
cutaneous leishmaniasis (LCL) patients, we evaluated different T cell subpopulations as
identified by their VB region expression, in peripheral blood and biopsy. We used peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs), from CL patients and healthy volunteers, in which we
evaluate, ex vivo, the expression of activation molecules (CD25, CD69 and HLA-DR), adhesion
(LFA-1, VLA-4 and CD62L), co-stimulatory (CD27 and CD28) and memory markers (CCR7,
CD45RA, CD45RO0). In vitro, PBMCs from LCL patients were stimulated with SLA to
determine clone V12 expansion and the production of intracellular cytokines (IL-2, IFN-y and
TNF). Our results demonstrate: (1) an decrease in blood CD4" T cells expressing VB2, V5,
VB12 and in CD8" V5, VP12, VB14 in CL compared to controls; (2) a profile of previous
activation of CD4* VB2, VB5 and CD8" V5, VB14 positive T cells, with higher expression of
HLA-DR, while V12 clone has different levels of activation; (3) a positive correlation between
higher frequencies of CD4" and CD8 VB12* T cells in biopsia and size of the lesions; (4) high
expression of adhesion molecules, indicate homing of CD4* and CD8" T cells expressing V12
to the lesion site, confirmed (5) high frequency of V12 CD62L'" cells; (6) patients exhibited
significant high numbers of phenotype effector CD4" VB12 (CD45RA'CCR7:; CCRT
CD45R0O*CD28"; CD45ROCD27) and memory effector CD8" V12 (CD45RACCRT;
CCR7°'CD45ROCD28"; CD45R0O™ CD27°); a positive correlation between higher frequencies
of effector CD4" VB12 and memory effector CD8* VB12 T cells, in blood and size of the
lesions; (7) Stimulated PBMCs from LCL patients with SLA induced increase in CD4" and
CD8" T cells expressing VB12; (8) CD4* VVB12 T cells are prodominantly producing IFN-y,
while the CD8" cells produce both IFN-y and TNF; (9) Both V12 cells have a positive double
subpopulation for IFN-y and TNF. V12 clone expansion points to CD4" and CD8" T clone
cells in response to SLA stimulation, associated with phenotypic characterization and cytokine
production, we suggest that the CD4" and CD8" VB12 T cells are involved in the long-term
inflammatory response against Leishmania.

Key words: Cutaneous Leishmaniasis, T-Lymphocytes, Alpha-beta T-Lymphocyte Antigen
Receptors, CCR7 Receptors, CD45 Antigens
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1. INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSES

As leishmanioses constituem um complexo de doencas infecto-parasitarias, ndo contagiosas,
causadas pelo protozoario do género Leishmania, transmitido ao hospedeiro vertebrado pela
picada do mosquito pertencente ao género Phlebotomus (Velho Mundo) ou Lutzomiya (Novo
Mundo). Leishmanias s&o parasitos intracelulares obrigatorios, heteroxénicos, encontrados na
forma amastigota no hospedeiro vertebrado e flagelada promastigota no trato digestivo do vetor
flebotomineo. Nas Américas, a Leishmaniose Tegumentar (LT) é causada por espécies como
L. (Leishmania) amazonensis, L. (Vianna) braziliensis e L. (Vianna.) guyanensis (WEIGLE;
SARAVIA, 1996; LAINSION, 2010; FEITOSA et. al., 2012; TELES et. al., 2016).

As leishmanioses apresentam espectro amplo de manifestacfes clinicas, comprometendo
visceras (Leishmaniose Visceral - LV), pele e mucosa (LT). Historicamente apresentadas como
uma zoonose tipica com reservatorios silvestres e vetores bem definidos, atualmente, séo
consideradas uma antropozoonoze. Esse fato se deve ao crescimento populacional, urbanizacéo,
mudancas ambientais, devastacdo de florestas e a adaptacao do vetor ao ambiente peridomiciliar
(BRASIL, 2010; CALZADA et. al., 2013). A LT apresenta um grande espectro de
manifestacdes clinicas, com lesGes localizadas, mucosa, difusa e até mesmo recidiva. Constitui
a forma mais comum da doenca, prevalente em todos o0s continentes, exceto na Oceania, com
aproximadamente 12 milhdes de pessoas infectadas e mais de 399 milhGes em risco de contrair
a doenca. Anualmente séo notificados de 0.7 a 1.3 milhdes de casos novos em todo 0 mundo,
sendo 70% desses casos distribuidos em 10 paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia,
Costa Rica, Etiopia, a Republica Islamica do Ird, Peru, Suddo e Republica Arabe da Siria
(WHO, 2016).

No Brasil, no periodo de 2000 a 2014, a LT apresentou média anual de 24.694 casos registrados
e coeficiente médio de deteccdo de 13,5 casos por 100 mil habitantes. Ao longo desse periodo,
observou-se uma tendéncia de reducdo da endemia, passando de um coeficiente de detec¢do de
20,3 casos por 100 mil habitantes, em 2000, para 9,1, em 2014. As Regido Norte e Nordeste
apresentam o0s maiores numeros de casos da doenca, com 40 e 31%, respectivamente, dos
nameros de casos registrados no Brasil, tendo como principais agentes etioldgicos a L.
braziliensis, e a L. amazonensis (BRASIL, 2015). Na Bahia, no periodo de 2010 a 2014, foram

registrados 17.353 casos de LT, com uma incidéncia média de 30,28 casos por 100.000
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habitantes (BAHIA, 2015). Apesar de muitos casos culminarem com a cura espontanea, uma
pequena parte dos pacientes evoluem para a forma mucosa (BOAVENTURA et al., 2009).

A Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL) representa a manifestacdo mais comum da forma
tegumentar, caracterizada por lesdes isoladas ou escassas no local da picada do inseto vetor.
Estas lesdes podem se tornar ulceradas com o fundo necrotico e bordas elevadas e,
ocasionalmente, lesdes verrugosas sdo observadas (MARSDEN, 1986; CARVALHO et al.,
2012). Um achado clinico comum ¢é a linfadenopatia regional, que pode proceder ao
aparecimento das lesdes (BARRAL et.al, 1995; BOMFIM et al., 2007; SHOFARA et al., 2016).
Alguns casos evoluem para a cura espontanea, entretanto, a maioria requer tratamento com
drogas leishmanicidas (COSTA et al., 1990; FARAJZADEH et al., 2014; COTA et. al, 2016).
Pacientes com LCL apresentam reacdo positiva ao teste cutdneo com antigeno de Leishmania
(Teste de Montenegro), indicando que ha uma resposta imune celular contra o parasito
(CASTES et al., 1983, NOGUEIRA et al., 2008; ANTONIO, et al., 2014).

Estima-se que de 3 a 5% dos casos de LCL causados por L. brasiliensis desenvolvam lesdo
mucosa. A Leishmaniose Mucosa (LM) caracteriza-se por lesdes graves e progressivas na
mucosa nasal, levando a destruicdo do tecido orofaringeo (MARSDEN, 1986; COSTA, 2014;
MIGNOGNA et al., 2015). O comprometimento das mucosas, com processo inflamatorio
intenso e contraditoriamente poucos parasitas, aparece normalmente anos apos a lesdo primaria,
por disseminacdo hematogénica (BOAVENTURA et al., 2009; JARA et. al, 2013). A necrose
do tecido da mucosa esta associada com uma resposta imune, mediada por células T, intensa,
refletida por uma hipersensibilidade do tipo tardio exacerbada (DTH) a antigenos de
Leishmania (BACELLAR etal., 2002; SANTOS et al., 2014). Ha evidéncias de que o aumento
da producdo de IFN-y e TNF esta associada ao aumento da reacdo inflamatdria e aumento do
tamanho da lesdo. As lesdes da forma mucosa apresentam expressao maior de IFN-y e TNF
comparada a forma localizada e, niveis semelhantes de IL-10, no entanto, possuem expressao
menor do seu receptor (FARIA et al, 2005; CARVALHO et al., 2012; GALDINO et al. 2014).
Além disso, proliferacdo e ativacdo linfocitaria através da estimulacdo com antigenos de
Leishmania sdo maiores na Leishmaniose Mucosa em comparagdo com a Leishmaniose
Cuténea, o que corresponde a gravidade da destruicdo tecidual na forma mucosa (CARVALHO
etal., 2007; PALMEIRO et al., 2012).

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) é considerada uma forma rara, porém grave, que ocorre
em pacientes com deficiéncia na resposta imune celular especifica aos antigenos de Leishmania,

0 que justifica a anergia ao teste intradérmico de Montenegro (COSTA et al., 1995; ALVAR et
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al., 2012). As lesbes séo nodulares, ndo ulceradas, de natureza cronica e recobrindo grandes
extensdes cutdneas, com carga parasitaria alta e com predominio de macré6fagos altamente
parasitados (BARRAL et al., 1995; COSTA et al., 1995; MURRAY et al., 2005). A resposta
celular anérgica pode ser explicada pela expressdo baixa de CCR7 nas células dendriticas,
comprometendo assim a apresentacao de antigeno. Além disso foi demonstrado baixa producao
de CXCL-10 pelas células da lesdo e frequéncia baixa de células T expressando CXCR-3,
contexto que compromete a polarizacdo da resposta Thl, responsavel pela eliminacdo do
parasita (GEIGER et al., 2010; DIAZ; ZERPA; TAPIA, 2013). Outros estudos tém
demonstrado aumento de arginina-1 e poliaminas na leséo e no plasma de paciente com a forma
difusa e sua relacdo com carga alta em macrdfagos e ineficiéncia na producdo de citocinas
inflamatdrias. Pacientes também apresentam associacdo negativa entre a producdo de TNF e
IL-12 por macrofagos e a gravidade da doenca (BACELLAR et al., 2002; CARRARA et al.,
2007; FRANCA-COSTA et al. 2015).

As lesdes cutaneas, ao evoluirem para a cura, costumam deixar cicatrizes atroficas, deprimidas,
com superficie lisa, areas de hipopigmentacio ou de hiperpigmentacdo e traves fibrosas. E
relatado na literatura casos de pacientes que, ap6s a cura de uma lesdo produzida por
Leishmania sp, ocorre o reaparecimento de lesdes nodulares, inicialmente isoladas, e em
seguida confluentes, em torno da cicatriz, conhecida como Leishmaniose Recidiva Cutanea
(GOMES et al., 2013). A forma recidiva — LRC (Leishmaniose Recidiva Cutis) - atualmente é
considerada uma forma evolutiva rara da LT, relatada no Velho Mundo como resultante de
infeccOes prévias por L. tropica, mais frequente em criangas, com lesdes na face (SHARIFI et
al., 2010). No Novo Mundo os casos sao atribuidos tanto as infecgdes por L. amazonensis
guanto por L. braziliensis, sendo mais frequentes em homens de idade ativa paraotrabalho, com
lesbes nos membros superiores e inferiores (BITTENCOURT et al., 1993; BRASIL, 2010).
Histopatologicamente as lesGes apresentaram um intenso infiltrado mononuclear inflamatorio,
associado com granulomas bem organizados, contendo células gigantes, cercados por linfocitos
(ESFANDIARPOUR; DABIRI, 2007). Na recidiva o percentual medio de células
mononucleares imunomarcadas positivamente (CD4, CD8 e CD14) sdo proeminentes em
relacdo as formas agudas e cronicas ndo recidivas da Leishmaniose Cutanea. Assim como na
forma localizada, a resposta imune do tipo Thl €& predominante na forma recidiva
(MEYMANDI et al., 2009)

As manifestagdes clinicas da leishmaniose dependem das espécies de Leishmania, composi¢éo

da saliva do mosquito vetor, perfil genético e imunolégico do hospedeiro mamifero
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(PEARSON; SOUSA, 1996; ANDRADE et. al 2007). A cura clinica da leishmaniose nem
sempre significa eliminag&o completa do parasito. Dessa forma, a permanéncia da Leishmania
mantém constante uma resposta especifica ao antigeno do parasita (COUTINHO; PIRMEZ;
DA-CRUZ, 2002; ROSALES-CHILAMA et al., 2015).

1.2 RESPOSTA IMUNE NA LEISHMANIOSE CUTANEA LOCALIZADA

A infec¢do por Leishmania sp. ocorre concomitantemente ao dano tissular induzido pela picada
do flebotomineo, com formagdo de um bolsdo sanguineo. A lesdo tecidual gera uma resposta
inflamatoria, com recrutamento inicial de neutrofilos, que avidamente fagocitam os parasitos
(RIBEIRO-GOMES et al., 2012). No local de inflamacdo, ocorre a ativacdo completa do
neutrofilo, iniciando a explosdo respiratoria, através da sintese de espécies reativas de oxigénio
(ROS), e mobiliza¢ao dos granulos secundarios (lactoferrina) e primarios (mieloperoxidase,
elastase neutrofilica) responsaveis pelos efeitos microbicidas (LACY, 2005; WINTERBOURN,
2008; BORREGAARD; SORENSEN; THEILGAARD-MONCH, 2010). Posteriormente, é
observada a migragdo de mondcitos e células dendriticas, importantes para controlar e conter a
disseminagdo da infec¢do. Os macrofagos ativados, através contato com neutrdfilos viaveis,
sintetizam Oxido nitrico (NO) e ativam as enzima lisossdmica, que sdo responsaveis pela morte
do parasita. Em contraste, a ativa¢do de macréfagos pelo contato com neutro6filos apoptéticos e
a presenga soluvel de TGF-B proporcionam um ambiente favordvel para a proliferacdo da
Leishmania (DOMINGUEZ; TORANO, 1999; NOVALIS et al., 2009; TAVARES et al., 2014).
Ao mesmo tempo, essas células migram para o linfonodo, onde interagem com as células T,
promovendo a ativagdo de uma resposta imune protetora, necessaria para resolugdo da infecgao

(QI; POPOV; SOONG, 2001; FAVALI et al., 2007).

A resposta imune mediada pelas células T CD4" efetoras (Th) é muito heterogénea devido aos
diferentes padrbes de citocinas que sdo capazes de produzir e assim sdo capazes de orquestrar
outras células da resposta imune na eliminagdo dos patdgenos. Além dsso, sdo muito
importantes na ativagdo dos linfocitos B e macrofagos. Tradicionalmente, a interagdo com
molécula de histocompatibilidade (MHC) e as moléculas co-estimulatorias, assim com as
citocinas presentes no ambiente induzem a ativacdo das vias de diferenciacdo para distintas
subpopulagdes de células T CD4", conhecidas como T helper (Th) 1, Th2, Th17 e Th22. Dados
mais recentes indicam que as células T retém um grau significativo de plasticidade, quando se

considera a capacidade de uma determinada subpopulagéo ser capaz de produzir citocinas que



19

caracterizam outras subpopulacbes. (O'SHEA, PAUL, 2010; SCHMITT, UENO, 2015). A
resposta imune baseada nos linfocitos T CD8" é menos heterogénea e ap6s 0 processo de
apresentacdo antigénica sdo capazes de contribuir para a eliminacdo de patdgenos por
mecanismos efetores. Essas células liberam granulos citoplasmaticos com perforinas, proteinas
capazas de romper a membrana celular, e granzimas, que sdo uma familia de serinoproteases
com vérias especificidades de substrato. Junto com as perforinas, as granzimas induzem
apoptose, dependente de caspase, na célula-alvo. Além disso, sdo capazes de secretar citocinas,
como IFN-y e TNF e quimiocinas, as quais atuam na ativacdo de fagocitos e na inducdo da
inflamacdo (HARING; BADOVINAC; HARTY, 2006; JORDAN, HUNTER, 2010).

Por ser um organismo intracelular obrigatorio a resposta imune celular desempenha papel
fundamental na elimina¢ao da Leismania durante a infeccdo. As células T efetoras coordenam
a resposta imune do hospedeiro através da liberacao de citocinas, como IFN-y e TNF, que
direcionam a resposta imune para o padrao de protegao e essa protecdo depende da ativacao dos
macrofagos para eliminar os parasitas intracelulares por mecanismos oxidativos, além de
aumentar sua capacidade de apresentar antigeno a outras células T (DA-CRUZ et al., 1994;
KAYE; SCOTT, 2011; OLIVEIRA et.al, 2014). No entanto, o aumento de TNF e IFN-y e niveis
baixos de IL-10 contribuem para o desenolvimento da lesdo ulcerada. Essas observacdes foram
feitas em culturas de células mononucleares do sangue periférico (CMSP) estimuladas com
antigeno de Leishmania (SLA) e em biopsias de lesdo de pacientes com LCL (BACELLAR et
al., 2002; UNGER et al., 2009; SANTOS et al., 2013).

Apesar da indugdo preferencial da célula T CD4" para eliminagdo do parasita, a célula T CD8"
parecem contribuir tanto para a eliminacdo do parasito quanto para progressdo da lesdo. Foi
demonstrado sua acdo citotdxica direta em macrofagos infectados através da Fas/FasL e a
indug¢do elevada de apoptose dos macrofagos em pacientes subclinicos, constituindo
mecanismo importante de controle da infec¢do (BOUSOFFARA et al., 2004; CARDOSO et al.,
2015). Paientes com lesdes tardias apresentaram frequéncia maior de células T CD8" positivas
para granzima A e B quando comparados a paientes com lesdes mais recentes. Além disso, a
expressao de granzima A e B foi positivamente correlacionada com a intensidade do infiltrado
inflamatorio nas lesdes tardias, sugerindo sua contribui¢do na progressao da lesdo (FARIA et
al., 2009; DANTAS et al., 2013). Assim, a atividade mutua e a cooperagdo entre as células
efetoras T CD4" ¢ T CD8" parece definir o curso da resposta responsavel pela imunopatogenia

na LCL (BACELLAR et al., 2002).
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A resposta celular, contra a Leishmania, ¢ iniciada quando células apresentadoras de antigenos
residentes no local da infec¢do se deslocam, através dos vasos linfaticos, para o linfonodo
drenante e apresentam, as células T, antigenos no contexto MHC-peptideo-TCR. Inicialmente
essa apresentacao ¢ feita pelas células de Langerhans epidermais e 24 dias apds infec¢ao ocorre
a participacao dos macréfagos, este balango pode influenciar no tipo de resposta imune inicial
predominante das células T (RITTER; OSTERLO, 2007, KAUTZ-NEU et al. 2010). O
reconhecimento dos antigenos de Leishmania desencadeia a proliferacao policlonal das células

T, com diferenciagdo das células virgens em células efetoras ¢ memoria.

1.3. REPERTORIO DAS CELULAS T (CLONALIDADE)

A capacidade dos linfocitos T em responder a uma grande variedade de peptideos estranhos
depende de um grande repertdrio de receptores de células T (TCRs) especificos. O TCR € um
heterodimero constituido por duas cadeias polipeptidicas, designadas alfa(a)-beta(f) ou
gama(y)-delta(d), ligadas covalentemente entre si por pontes dissulfeto. As cadeias yd
constituem apenas de 1-10% do repertorio de células T. As cadeias sdo constituidas por trés
regides: variavel (V), juncéo (J) e constante (C), no entanto as cadeias 3 e 6 possuem uma regiao
adicional denominada regido de diversidade (D) (DAVIS, 1995; FREEMAN et al, 2009). As
duas cadeias af}, através da regido transmembrana, hidrofobica, estdo associadas nao
covalentemente a um complexo protéico, constituido por cinco proteinas, na membrana
plasmatica (v, 9, € e duas &) denominado CD3 (Figura 1). Este complexo esta relacionado tanto
com a expressao do TCR guanto com sua ativacdo (VAN DER MERWE; CORDOBA, 2011).

O conjunto de células com o mesmo TCR define um clone de células T para um peptideo
especifico, € o conjunto de clones presentes na circulagdo representa um repertdrio em nimero
aproximado de 4x10!! células T (LYTHE et al., 2015). Essa diversidade é resultante rearranjos
génicos aleatdrios, para cada clone, dos segmentos génicos V e J da cadeia alfa (o) e V, D, J da
cadeia beta (B) seguido de adi¢dao ou delecdo de nucleotideos para a estrutura do receptor. Os
cinquenta genes que codificam a cadeia a estdo localizados no cromossomo 14 enquanto os
setenta e cinco genes que codificam a cadeia B localizam-se no cromossomo 7 (ROBISON et
al., 1993, VENTURI et al., 2006). A sintese, montagem e expressdo na superficie celular do
complexo TCR sdo fendmenos regulados e coordenados durante a maturagao dos linfocitos T

no timo (SALAMAIRE et al., 2009).
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Figura 1: Componentes do receptor das células T (TCR).
Fonte: WOMERT, 2016.

Diante da importancia da resposta imune celular para a eliminagao e controle dos mais diversos
patdgenos, estudos baseados no repertorio de células T tém sido conduzidos através da analise
da cadeia variavel f do TCR. A analise da diversidade de receptores de células T tem um papel
fundamental na compreensdo da evolugdo e diversidade da resposta imune, além de
proporcionar um marcador clinicamente relevante e sensivel a partir do aumento ou diminuig@o
de determinado clone. A anélise do repertorio através do TCR foi usada para estudar as respostas
seletivas de células T em doencas auto-imunes, transplante, imuno-deficiéncas, imunidade
protetora contra tumores ¢ infec¢des (LUMSDEN; CRANMER; KRZYCH, 2010; LUI et al.,
2012; KONING et al., 2014; LUO et al., 2014).

Os segmentos génicos VP sdo agrupados em 24 diferentes familias, com distribui¢ao
heterogénia, como foi mostrado em estudo com individuos sadios que apresentaram aumento
na expressao de determinadas familias, como o V32, 6, 8 e 17 e expressao menor de outras,
como o VBI2 e VP24. Além disso, algumas cadeias tendem ser mais frequentes em
subpopulagdes de linfocitos T CD4, como V5.1, 6.7, 8, 9 e 12 do que em linfocitos T CDS,
nas quais foram observadas expressdo maior das familias V1, 5.2, 9, 14 e 23 (VAN DER
BEEMD et al., 2000). No estudo de Koning e colaboradores (2014), foi mostrado que alguns

clones s6 foram observados em ensaios in vitro, com células do sangue periférico de doadores
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saudaveis estimuladas com citomegalovirus, ¢ houve diminui¢do significativa do clone
dominante na avaliagdo ex vivo. Além disso, a diversidade de expansdo ¢ dependente do tempo

de incubacao (correlagdo negativa entre diversidade e tempo de incubagao).

Individuos doentes apresentam diversidade mais restrita quando comparado aos individuos
sadios, além de determinadas familias estarem associadas com diferentes estagios clinicos em
dada patologia. Estudo em pacientes com tuberculose apresentando diferentes graus de
gravidade, demonstrou que a diversidade do repertorio de linfocitos T, no sangue periférico,
tem uma correlacao inversamente proporcional com a gravidade da doenga (LUO et al., 2012).
Essas diferengas ainda podem ser observadas entre as subpopulagios de linfocitos T, CD4" e
CDS8". Estudo, realizado com células mononucleares de sangue periférico de pacientes com
hepatite B cronica grave, demonstrou que a diversidade de expansdo nas células T CD8" foi
significativamente maior do que em células T CD4", sendo predominante a expansdo das
familias VPS5, VB7, VB9, VB12 e VP18 (XIONG; TAN; SONG, 2014). A diversidade do
repertorio também pode ser influenciada pelo tratamento. Pacientes com cancer coloretal
apresentaram aumento da diversidade das células T CD4", durante o tratamento, refletindo no
melhor prognostico (LUO et al., 2014). Gonzélez-Sernaet e colaboradores (2013) demostraram
que os pacientes com HIV-1 que interromperam o tratamento apresentaram aumento na
expressdo das familias VP10, VB14 e VP15, e diminuicdo das familias V20, VP28, e VP29
quando comparado aos grupos de tratamento continuo. Além disso, foi observado em pacientes
que retomavam o tratamento a restauracdo na expressdo das familias moduladas pelo

tratamento.

Individuos vacinados, com virus modificado Ankara expressando um epitopo do virus HIV-1
apresentaram modulacdo da expansdo e persisténcia das células T CD8" virus-especifico.
Houve a expansio de células T CD8" para HIV-1 com expressdo alta para as familias V32,
V5.1, VB14 e VP24 dos individuos vacinados quando comparados a individuos infectados
com HIV-1 que receberam terapia antiviral. Essas familias permaneceram na circulagao durante
pelo menos um ano em alguns individuos, sendo observado capacidade para proliferar e inibir
replicacdo do HIV-1 in vitro, sugerindo que a vacina pode modular uma resposta mediada pelas
células T CD8 contra infec¢do por HIV-1 (YANG et al., 2007). Experimentalmente as células
T CD8" de camundongos apresentam aumento gradativo das células de memoria efetora € a
expansao preferencial das familias VB4, 6, 7, 8,3, 9 e 11 quando desafiados (esporozoitos
infecciosos de Plasmodium berghei — Pb -) ap6s trés ciclos de imunizagdo com esporozoitos

atenuados de Pb (LUMSDEN; CRANMER; KRZYCH, 2010).
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O primeiro trabalho com leishmaniose, para determinar o repertério de células T, através do
estudo do TCR foi experimental e realizado por Reiner e Locksley, em 1993. Os autores
utilizaram células CD4" provenientes do linfonodo de quatro grupos de animais infectados com
Leishmania major: 1) suscetiveis; 2) suscetiveis induzidos a cura através do tratamento com
anti-1L4; 3) resistentes; e 4) controle (ndo infectado). Com os resultados, os autores concluiram
que os camundongos suscetiveis apresentaram expansdo aumentada nas familias VB4, 6 € 8. Os
dados mostraram que os genes VB4 estdo expressos em 31% dos clones de células T CD4*
isolados dos camundongos suscetiveis, sugerindo que algum antigeno proveniente da L. major
estd induzindo a proliferacdo especifica destas celulas, que por sua vez, contribuem para a
suscetibilidade nestes animais. Outro estudo, usando 0 mesmo modelo, demonstrou grande
expressdao de RNAm de IL-4 nas células CD4" provenientes do linfonodo de camundongos
suscetiveis deficientes em VB4, apds 16 horas de infecgdo por L. major. Mostraram também
uma relagdo inversa entre a expressdo de IL-4 e os niveis de INF-y ¢ a regressdo da lesdo,
ocorrendo tanto entre 0s grupos resistentes quanto nos deficientes de V4. Concluiram entao,
que a presenga do TCR VB4 nas células CD4* de camundongos suscetiveis seria um dos
principais fatores que levam os animais suscetiveis a ndo conseguirem controlar a infeccdo por
L. major, pois estas células sdo as principais responsaveis pela producdo de IL-4 (LAUNOIS et
al., 1997).

Em leishmaniose cutanea humana dois trabalhos se destacam. Uyemura e colaboradores (1993)
avaliaram o repertdrio Vf através da comparagao da expressao do TCR V3 em 8 pacientes com
LCL e verificaram que alguns genes V3 foram mais representativos na lesdo do que no sangue
e as células T CD4" e T CD8" apresentam repertorios distintos, contudo essas variagdes ndo
eram semelhantes entre os pacientes. Também foi observado expressao maior do RNAm de
IFN-y nas células T CD4" enquanto as células T CD8" expressam niveis altos de RNAm IL-4 e
IL-10, sugerindo funcdes distintas dessas células. Apesar da descricdo do repertério das
populagdes de células T nesses pacientes, nao foi possivel sugerir um repertorio especifico que
possa ser responsavel pelo controle da infeccao devido as diferencas individuais apresentadas.
Em 2006, Claréncio e colaboradores, com o objetivo de caracterizar o repertorio das células T
VB, em humanos, contra Leishmania, verificaram por andlise em citometria de fluxo a
existéncia de uma expansao oligoclonal. Contudo mostraram existir uma expansao preferencial
do TCR VP12 nas células T CD4" e CD8" em células do linfonodo quando estimuladas com
SLA e em células estimuladas de individuos vacinados. Houve uma correlagdo positiva entre a

expansdo das células VB12" com a produgéo rapida de IFN-y na resposta imune in vivo, em
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individuos vacinados. Nesse estudo os autores sugeriram existir uma modulacdo na espressao
de genes codificadores para a cadeia VB do TCR das células T CD4" e CDS8", com expansio

marcante de células do tipo VB12.

Os estudos de avaliagao da cadeia V3 presentes nos receptores das células T, t€ém se concentrado
na defini¢cdo do repertorio, alteragdes no perfil, expansdo ou retracdo de determinado clone e
associagdo dessas alteragdes a resposta imunoldgica especifica e ao progndstico das doencas.
Sabendo da dindmica de diferenciagdo funcional das células T, durante a resposta imune, €
importante estudar a caracterizagao fenotipica, funcional e sua potencialidade para a secrecao
de citoninas. As técnicas de PCR e citometria de fluxo sdo atualmente as mais utilizadas para
estudar o repertério das células T, através da avaliagdao do seu receptor (TCR). O uso do PCR
permite uma observagao de alta resolug@o do repertorio de TCR, no entanto ¢ uma técnica com
necessidade de ajuste do protoloco para cada tipo de reagdo, exige populacdes de células T
altamente puras e a alta sensibilidade torna efetivo o problema de contaminag¢do (MILES;
DOUEK; PRICE, 2011). A citometria de fluxo permite uma avaliacdo rapida, quantitativa e
qualitativa da heterogeneidade de um conjunto celular, a escala da célula individual, a partir da
combinagdo de varios fluorocromos. Desta forma, a identificagao de diferentes subpopulagoes,
podem fornecer informagdes relevantes da complexidade e heterogeneidade que ocorre num

determinado contexto bioldégico (VAN DER GEETS et al., 2015).

1.4 CARACTERIZACAO DAS CELULAS T DE MEMORIA

Apdbs o estagio de maturacdo, os linfécitos T no timo, conhecidos como virgens, estes sdo
direcionados para o0s o6rgdos linféides secundarios, principalmente os linfonodos.
Fenotipicamente essas células apresentam alta expressdo de CD62L e CCR7, e sua
sobrevivéncia é dependente da exposicdo a IL-7 (SALLUSTO, 1999; SURH; SPRENT, 2008).
As células virgens sdo ativadas ao encontrar as células dendriticas expressando peptideos
estranhos via MHC e moléculas co-estimuladoras em um ambiente pré-inflamatério (citocinas)
apropriado. Estes sinais sdo fundamentais para o desenvolvimento de uma resposta eficiente e
é acompanhanho por alteracGes sequenciais na expressao de moléculas de superficie na sinapse
imunoldgica — Figura 2 (HUANG; AUGUST, 2014; CHOW et al. 2015).
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Figura 2: Desenho esquemético da sinapse imunolégica.
Fonte: Adaptado de Paul, (2014).

A dindmica da expressdo das moléculas co-estimulatorias CD27 e CD28 é descrita como
relevante nos mecanismos de ativacdo, diferenciacdo funcional e expansdes oligoclonais das
células T. Essa expressdo € regulada negativamente nas células T em resposta a ativagdo e
proliferacdo (BOESTEANU; KATSIKIS, 2009; SANCHEZ-LOCKHART et al., 2014). Os
CD27 e CD28 sdao moléculas co-estimulatorias que interagem, respectivamente, com o CD70,
CD80 e 86, presentes nas células dendriticas durante a formacgdo da sinapse imunoldgica.
Estudos mostram que essa interacdo contribui para a expansdo clonal, aumento da resposta
celular e diferenciacdo em células T efetoras (XIAO et al.,, 2008; KUKA et al., 2013;
PEPERZAK, et al., 2013).

Apobs sua ativacdo, estes linfocitos respondem ao antigeno apés fase de expanséo clonal
pronunciada, gerando uma populacdo numerosa de células T antigeno-especificas. Como
células efetoras, os linfécitos T deixam os 6rgdos linféides secundarios e percorrem os tecidos
para exercerem suas fungdes imunoldgicas. O processo de reconhecimento, expansao clonal e

diferenciacéo resulta na modificacdo da expressdo de moléculas de superficie que permitem o
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enderecamento e migracdo das células para o tecido, a partir do qual o seu antigeno cognato foi
originalmente derivado (SCOTT, 2005; CLARK, 2010; JOSEPH, 2015).

Durante a resposta primaria algumas células T se diferenciam em células de memodria,
permitindo o desenvolvimento de uma resposta mais rapida e com maior intensidade, induzindo
resisténcia a uma reinfeccdo. Pelo menos duas populacgdes de células T de memdria sdo geradas,
as células T de memoria central (TMC) e as células T de memoria efetora (TME). A frequéncia
das células T de memdria passa por mudancas dinamicas ao longo dos anos. Ao nascer, todas
as células T no sangue periférico séo virgens, e células T de memoria se diferenciam, ao longo
dos vinte primeiros anos, em resposta a exposicdo aos mais diversos antigenos. Nos anos
seguintes é observada uma estabilidade das células de memoria, que a partir dos 65-70 anos
apresenta queda na proporcdo e capacidade funcional (SAULE et al., 2006; GORONZY;
WEYAND et al., 2013; FARBER; YUDANIN; RESTIFO, 2014). Os estudos também
demonstram que o sangue e o0s linfonodos apresentam mudangas na composi¢do dos
subconjuntos das células de memaria (diminuicao das células virgens e aumento das células de
memoria central), enquanto mucosas e pele mantém estaveis a frequéncia dos subconjuntos das
células T de memdria central e efetora com potencial funcional distintos, como demonstrado na
Figura 3 (SATHALIYAWALA atal., 2013; THOME et al., 2014).

Dois marcadores sdo necessarios para diferenciar populacdes de células virgens, memdria
central, memdria efetora e efetora T presentes em CMSP. O primeiro é 0 CD45, que é expresso
em todas as células hematopoiéticas, com uma das varias isoformas (CD45RA, CD45R0,
CD45R). O CD45RA ¢ expresso em células T naive, bem como as células efetoras, tanto nas
células CD4 guanto CD8. Depois do contato com o antigeno, a diferenciacdo das células T em
memoria, regulam negativamente a expressdo de CD45RA e positivamente a expressdo do
CD45R0. Dados da literatura demonstram que as células T recrutadas para os sitios de lesdo
sdo CD45R0O", apresentando ainda expressao de receptores de quimiocinas, como 0 CXCR3,
ligante para 0 CXCL10 (MACKAY, 1999; GROOM; LUSTER, 2011).

No entanto, a diferenciacdo entre as populacGes de memoria central e efetora € mostrado com
base na baixa (low) ou alta (high) expressdo das moléculas de migracdo celular, CD62L e
CCRY7. A expressdo de CD62L'" foi associado as populagfes de células de memoria efetora
(TME) com réapida producdo de INF-y ap6s estimulacdo, nos sitios inflamatérios, enquanto a
expressdo CCR7 e CD62L"9" associou-se as células T de memoéria central (TMC), com
migracao para os linfonodos, alta capacidade proliferativa e producdo de IL-2. Em resumo, as
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células T naive sdo CD45RA/CD45RO/CCR7*CD62L"9™M memdria central sio CD45RA
/CD45RO*/CCR7*/CD62L"9" memoria efetoras sio CD45RA/CD45RO*/CCR7/CD62L'" e
células efetoras sdo CDA45RAY/CD45RO/CCR7/CD62L'" (SALLUSTO; GEGINAT;
LANZAVECCHIA, 2004; PEPPER; JENKINS, 2011; MUELLER et al., 2013).

APC LIS LEYY Ty Ty
< . | — ‘
b A \

) I
CDA45RA* CD45RO* CDA4SRO* CDA45RA*
CCR7* CCR7* CCR7" CCR7"
coe62L "™ coe2L™ co62L " co62L "

IL-2 +44 + -7

INF-Y + ++ +44+

TNF + 4 +4+

Figura 3: Desenho esquematico representando as diferentes células de memaoria com os
seus respectivos perfis de citocinas.
Fonte: Adaptado de Okada et al. (2008).

Estudos que avaliaram o perfil das células de memdria em pacientes curados para LCL tem
demostrado que a frequéncia das células de memdria € superior na bidpsia de lesdes em relacdo
ao sangue. Acrescentam ainda que células de memoria efetora sdo as principais produtoras de
IFN-y apds estimulacdo com SLA, no entanto essa producdo é estatisticamente significante
apenas na bidpsia. Atualmente essa observacdo reforca a idéia da presenca de células T de
memodria residentes no tecido (TMR) (CARVALHO et al., 2013). Experimentalmente tem sido
demonstrado uma populacdo de céulas T CD4" de memodria residentes na pele que desenvolvem
uma resposta especifica contra Leishmania (PEREIRA-CARVALHO et al., 2013). Quando
transplantadas por enxerto de pele em camundongos sem contato prévio com o parasito, estas
células produzem IFN-y, sugerindo que ndo é necessario o estimulo antigénico para sua
sobrevivéncia. Além disso, permanecem residentes na pele, inclusive, contribuindo para o

recrutamento das células circulantes apds o desafio (GLENNIE et al., 2015).

As células T de memoria residentes (TRM) foram identificadas em estudos experimentais
usando modelos de infeccdo em camundongos. Em humano estas células apresentam
distribuicdo tecidual mais abrangente do que a encontrada nos modelos murinos, sendo

predominantes nos pulmdes, intestinos, mucosa vaginal e pele, no entanto, também estdo
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presentes no figado, no cérebro e linfonodos (MUELLER et al., 2013). A analise fenotipica
das células TMR, em humanos, é baseada na expressdo dos marcadores CD69, CD103 e nos
marcadores presentes nas células de memdria efetora (SCHENKEL; MASOPUST et al., 2014;
WATANABE et al., 2015). Na pele humana, a populacdo de células CD4 e CD8 de memdria
efetora CD69"CD103" é encontrada na epiderme, enquanto a maior parte das células de
memoria efetora T CD4 CD69'CD103" estdo confinadas a derme. Notavelmente, essas
distingdes fenotipicas de células T de memoria em diferentes tecidos sdo consistentes entre
individuos diversos e sugerem efeitos intrinsecos ao tecido sobre as células T de memoria
residentes (SATHALIYAWALA et al., 2013; THOME et al., 2014).

Esses achados tém sido discutidos como indicadores da imunidade protetora eficaz para a
Leishmania pode depender da geracdo das células T circulantes e residentes na pele.e, portanto,

para o sucesso de uma vacina.
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2. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses estdo incluidas no quadro das grandes endemias que estdo em um processo
de expanséo e crescimento, fazendo dessa morbidade uma questéo de grande importancia para
a saude publica mundial. Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) a leishmaniose é
uma doenca com amplo espectro clinico e é responsavel mundialmente pelo segundo maior
namero de mortes por infecgdes parasitarias. Ao longo dos anos, estudos vém demonstrando a
importancia da resposta imune celular mediada pelos linfocitos T, na LCL, e que a resposta
inflamatdria intensa é seguida de uma lesdo tecidual (MENDONCA, et al., 1995). Essa resposta
imune pode estar associada a presenca de clones de células T bastante reativos. Dessa forma,
uma avaliacdo dos clones dos linfécitos T, baseada na diversidade de expressdo da cadeia V
beta (VP) do seu receptor (TCR) torna-se um foco importante de investigacdo uma vez que a
andlise do repertorio de células T nos fornece informacdes relevantes sobre a presenca ou

auséncia de uma resposta celular direcionada.

Poucos trabalhos tém sido realizados com o objetivo de avaliar possiveis alteracdes no perfil
do repertorio VB do receptor de linfocitos T em pacientes com LCL (UYEMURA et al., 1993;
CLARENCIO et al., 2006, KESSEN et al., 2011). Esses estudos mostraram que as células T
(CD4" e CD8"), de individuos com LCL, apresentam modulacdo na expressdo de genes
codificadores para a cadeia V3, com expressao marcante de alguns clones, como o VB4, VB5 e
o VB12. Sabendo da importancia da dindmica imunoldgica para eliminacao e protecéo contra o
parasito através da resposta celular desempenhada pelos linfécitos T CD4* e CD8", além do
perfil clonal, torna-se importante a caracterizacdo fenotipica e potencial funcional dessa

resposta.

A perspectiva de controle desta doenca depende do aprofundamento e detalhamento do
conhecimento sobre os fendmenos que ocorrem durante a resposta imune especifica a
Leishmania. Embora as células T efetoras, para a resposta contra a Leishmania, sejam
conhecidas por desempenharem um papel critico na eliminagéo do parasito, o papel das células
T de memoria ainda precisa ser explorado, pois o0 entendimento da protecdo imunoldgica efetiva

ainda ndo foi alcancado para a elaboracgéo de vacinas humanas eficazes.

3. HIPOTESE

As células T CD4" e CD8" VB12 possuem caracteristicas fenotipicas e funcionais de células de

memoria nos pacientes com Leishmaniose Cuténea Localizada.



30

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil fenotipico e funcional das células T CD4* e CD8" no repertorio VP12 em

pacientes com Leishmaniose Cutanea Localizada e o seu papel na patogénese da doenca.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Avaliar a frequéncia dos clones das células T CD4" e CD8" no sangue

periférico em pacientes com Leishmaniose Cutanea Localizada.

4.2.2 Avaliar o nivel de ativacdo das células T CD4" (VB2, VB5, VB12) e CD8"
(VB5, VP12, VB14), através da expressdo do CD25, CD69 e HLA-DR.

4.2.3 Comparar a frequéncia dos clones das células T CD4" (VB2, VB35, VB12)
e CD8* (VB5, VP12, VB14) presentes no sangue periférico e bidpsia em

pacientes com Leishmaniose Cutanea Localizada.

4.2.4 Avaliar a expressdo das moléculas de adesdo (LFA-1, VLA-4 e CD62L) e
caracterizacdo funcional (CD27, CD28, CD45RA, CD45R0 e CCRY7) do clone
VB12 das células T CD4" e CD8" em pacientes com LCL.

4.2.5 Avaliar a expansdo e producdo de citocinas em células T CD4" e CD8"

VB12 em pacientes com LCL, estimuladas com SLA.



5. METODO

5.1 DESENHO DO ESTUDO
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5.2 AREA DE ESTUDO

O estudo de campo foi realizado no municipio de Jequiricd, Bahia, area endémica para
Leishmaniose Cutanea causada por L. braziliensis. Municipio localizado no sudoeste baiano (a
13°15’ de latitude sul e 39°35” de longitude oeste) possui como principal atividade econdmica
a agropecuaria com populacdo estimada em aproximadamente 15 mil habitantes. Extensdo
territorial de 262 Km? possui clima tropical com temperatura média de 23°C. Segundo dados
apresentados pelo portal da vigilancia, a regido apresentou em 2014 uma média de 104

notificados e confirmados de Leishmaniose Cutanea Localizada.

5.3 GRUPO DE ESTUDO

Os pacientes foram recrutados no ambulatorio de Doencas Infecciosas e Parasitarias (DIP) do

Centro de Referéncia em Doengas Endémicas do Vale do Jiquiricd (CERDEJJC), localizado na
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cidade de Jiquirica, Bahia, onde foram atendidos por médicos especializados e submetidos a
testes laboratoriais, visando o diagnéstico das doencas. Foram coletadas biopsias das lesdes e
amostras do sangue periférico, ap0s assinatura do termo de consentimento informado (Anexo
I) pelos pacientes ou pelos seus tutores. Todos os procedimentos realizados no estudo foram
aprovados pela Comisséo de Etica CPqGM-FIOCRUZ (N° 79/2005).

A populacdo estudada constituiu de casos ativos que tiveram diagnostico clinico de
Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL), confirmados com teste cutaneo (intradermoreacao de
Montenegro - IDRM) e sorologia para Leishmania positivos. Os pacientes tinham idade entre
9 e 62 anos (média de 31,5 anos), em sua maioria do sexo masculino (16/21) com tempo de
lesdo entre 30-60 dias, conforme relatado pelo paciente. A area total das Ulceras foi em meédia,
aproximadamente, 400 mm?. Os pacientes selecionados apresentavam lesdo inicial tipica de
LCL e ndo haviam comecado o tratamento (Tabela 1). O paciente 9, da tabela 1, apesar de
apresentar 13 lesbes foi confirmado pela avaliagdo médica como LCL. Foram excluidos do
estudo os pacientes que ndo apresentavam a forma clinica de interesse, que ja haviam comecado

o0 tratamento e aqueles com mais de 60 dias de lesdo (segundo relato do préprio participante).

Todos o0s voluntarios para o grupo de controles saudaveis (n=15), moradores da area endémica,
que fizeram parte desse estudo ndo tinham historia prévia de infeccdo por Leishmania,
confirmado pela sorologia anti-Leishmania negativa (Tabela 2). Todos os voluntéarios foram
esclarecidos sobre a finalidade do estudo e os riscos inerentes aos procedimentos, e todos

assinaram o termo de consentimento.



Tabela 1: Dados clinicos dos pacientes com LCL estudados Caracterizagao clinico dos 21 pacientes com
Leishmaniose Cutanea Localizada seleconads para o estudo, residentes na area endémica do Vale de Jiquirica.
Caracterizacdo feita a partir das variaveis: sexo, idade, nimero de lesGes, area da lesdo (mm?), tempo da lesdo
(dias) e Teste de Montenegro (positivo).
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Pacientes Sexo Idade Numero Area. da lesio Tempo da Teste de Biopsia
de lesbes (mm?) lesdo (dias) Montenegro
1 F 44 1 225 30 Positivo
3 F 42 1 300 30 Positivo
4 M 62 1 350 30 Positivo
5 M 9 3 500 30 Positivo
6 F 27 1 500 30 Positivo
7 M 24 1 100 30 Positivo
8 M 37 1 750 30 Positivo Sim
9 F 12 13 500 30 Positivo Sim
10 M 49 3 200 60 Positivo Sim
11 M 35 1 700 30 Positivo Sim
12 M 19 2 150 30 Positivo Sim
13 M 25 1 200 30 Positivo
14 M 21 1 300 60 Positivo Sim
15 M 15 2 750 60 Positivo Sim
16 M 44 1 500 30 Positivo Sim
17 M 50 1 600 60 Positivo Sim
18 F 40 4 100 30 Positivo Sim
19 M 33 2 NSI 30 Positivo Sim
20 M 16 1 270 60 Positivo Sim
21 M 26 2 600 60 Positivo Sim
Tabela 2: Dados dos controles saudaveis.

Caracterizagdo dos 15 controles saudaveis, residentes na
area endémica do Vale de Jiquirica, a partir das variaveis:

sexo, idade e Teste de Montenegro (negativo).

Controles Sexo Idade Teste de
Monte Negro
1 F 26 negativo
2 F 28 negativo
3 M 34 negativo
4 M 26 negativo
5 F 27 negativo
6 F 24 negativo
7 F 32 negativo
8 M 36 negativo
9 M 52 negativo
10 F 41 negativo
11 M 23 negativo
12 F 36 negativo
13 F 43 negativo
14 F 41 negativo
15 M 37 negativo
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54 OBTENCAO DOS LINFOCITOS DO SANGUE TOTAL PARA
IMUNOFENOTIPAGEM EX VIVO

Aproximadamente 20mL de sangue foram coletados de cada paciente e controles saudaveis
através de venopuncdo utilizando tubos de ensaio de 10mL estéreis, com vacuo e contendo
anticoagulante (heparina sodica, Liquemine® 5000U/mL - Roche Produtos Quimicos e
Farmacéuticos AS, RJ, Brasil). Para a imunofenotipagem, ex vivo, foram distribuidos 100uL de
sangue total de pacientes e controles em tubos de fundo redondo de poliestireno (5ml). Os
anticorpos monoclonais, marcados com fluorocromo de ligacdo especifica para antigenos de
superficie, foram adicionados (conforme item 5.7) e as amostras foram incubadas por 30
minutos, protegidos da luz e em temperatura ambiente. Apds incubagdo, para eliminacdo das
hemacias, foi acrescido ImL da solugdo de lise (“Lysing solution”, BD Biosciences, USA)
diluida (1:10) com &gua destilada. Esta solucéo lisa os eritrocitos, sob condicdes hipotbnicas
enquanto preserva os leucocitos. Apds a incubacao de 10 minutos, em temperatura ambiente e
na auséncia de luz, as amostras foram lavadas com PBS em centrifugacéo de 1200rpm por 10
minutos a 4°C e ressuspendidas em 200uL de tampao de FACS (PBS 1x, 0,5% SBF, 0,01% de

azida de sodio).

5.5 OBTENCAO DAS CELULAS DE BIOPSIA

Primeiramente foi feita a assepsia do local e depois um fragmento de tecido foi retirado da
borda da lesdo utilizando um “punch” com didmetro de 3,5mm (Baler Cummins;
pharmaceuticals, USA) e colocado em meio RPMI 1640 (Invitrogen, SP, Brasil) completo. No
laboratério, o tecido obtido da les&o foi incubado na presenca de meio RPMI 1640 (Invitrogen,
SP, Brasil) suplementado com liberasse (0,5mg/ml) (Sigma, SP, Brasil) por 1 hora, a 37°C, 5%
CO.. Ap0s a incubacéo foi acrescido 1 mL de RPMI completo ao tecido, e inserido no Medicon
(Consul™, USA) por 4 minutos, para processamento no Medimachine (BD Bioscience, USA).
Esse procedimento foi repedido de duas a trés vezes, para obtencdo da maior quantidade de
células. Apos o processamento as células foram lavadas duas vezes em PBS e centrifugadas a
1200rpm, a 4°C por 10 minutos. Apds a centrifugacédo as células foram resuspensas em 200uL

de tampdo FACS e 0 nimero de células obtidas foi calculado na cAmara de Neubauer.
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5.6 OBTENCAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO
(CMSP) PARA ESTIMULAGAO IN VITRO

O sangue, coletado como descrito no item 5.2.3, foi diluido a 1:1 em solucéo de salina estéril
em tubo fundo cénico em polipropileno de 50mL (tipo falcon). Posteriormente o sangue diluido
foi cuidadosamente depositada sobre um gradiente de Ficoll-histopaque (Sigma, SP, Brasil), na
proporcédo 1:2, também em tubo tipo falcon de 50mL, de modo que a camada de Ficoll ficasse
abaixo da camada de sangue. Centrifugou-se a 1500rpm (Centrifuga 5810R, Eppendorf Brasil)
durante 30 minutos em temperatura ambiente. O plasma foi coletado, a camada de CMSP
coletada e transferida para outro tubo tipo falcon de 15mL. As CMSP foram lavadas duas vezes
por centrifugacdo a 1200rpm, a 4°C por 10 minutos, com solucéo salina estéril para retirada do
Ficoll e hemacias residuais. O nimero de células foi calculado em cadmara de Neubauer e
ressuspendidas em 1mL de meio RPMI 1640 (Invitrogen, SP, Brasil) suplementado com 10%
de soro AB Rh* inativado (BD Biosciences, USA), L-glutamina 2mM, penicilina I00U/mL e
estreptomicina 100pL/mL (Sigma, SP, Brasil).

A quantidade de CMSP, foi ajustada para 3x108/500ul, por poco em meio RPMI completo. As
células foram distribuidas em placas de 24 pocos de fundo chato (Corning) e estimuladas com
antigeno soltvel de Leishmania (SLA - 10ug/ml). Como controle negativo, as células foram
mantidas na auséncia de estimulo, apenas com RPMI completo (meio). As culturas foram
incubadas a 37°C, com 5% CO> por 48h. Nas ultimas 4h da incubacéo foi acrescido 10 pg/mL
do inibidor de transporte de proteinas intracelulares (Brefeldina A - BD Biosciences, EUA) em
cada poco, para a marcacao das citocinas intracelulares. Apds a incubacgdo as células foram
centrifugadas (1200rpm, a 4°C por 10min), contadas em camara de Neubauer, ajustadas para
2x108 células/tubo (tubo conico de polipropileno de 1.5mL - LGC Biotecnologia),
ressuspendidas em 200pL de tampéo de FACS e bloqueadas com 1% de Soro AB Rh* inativado
(BD Biosciences, EUA).

57 MARCACAO DE SUPERFICIE E INTRACELULAR DAS CELULAS
ESTUDADAS PARA AVALIACAO POR CITOMETRIA DE FLUXO

A expressdo dos marcadores de superficie e citocina intracelulares, de pacientes e controles, foi
determinada por citometria de fluxo nas células obtidas ex vivo, das amostras de sangue e

bidpsia, bem como nas CMSP apds 48h em cultura com SLA. Aproximadamente 2x108 células
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por 200uL de tampao de FACS foram distribuidas em tubos conicos de polipropileno de 1.5mL
(LGC Biotecnologia) e incubadas (30 minutos, protegidos da luz e em temperatura ambiente)
com 1% de soro AB Rh* inativado (BD Biosciences, EUA) e anticorpos monoclonais,
conjugados as fluorescéncias, para moléculas de superficie e cadeias VB na
diluicdo/concentracdo recomendada pelo fabricante (Tabela 3). As especificacdes dos
anticorpos conjugados encontram-se na Tabela 4. Ap6s a incubacgdo, as células eram lavadas
por centrifugacdo (1200rpm por 10 mim a 4°C) e ressuspensas em 200uL de tampdo FACS (PBS
1x, 0.5% SBF, 0.01% azida de sodio).

Para marcagdo de citocinas intracelulares nas células T CD4" e T CD8" V12 foi utilizado o kit
Cytofix/Cytosperm Plus (BD Biosciences, USA), seguindo-se as instrucdes do fabriante. Este
kit fornece dois reagentes: BD Cytofix - solucdo de fixacdo/ Cytoperm - permeabilizacéo e BD
Perm/Wash - tampdo de lavagem que mantém a permeabilizacdo. Ap6s a marcacao extracelular,
como descrito acima, as celulas foram incubadas com 100uL de Cytofix/Cytoperm durante 20
minutos, a 4°C. Ao término da incubacdo as células foram lavadas, duas vezes, por
centrifugacdo (1200rpm, 10 mim, a 4°C) acrescentando 1mL da solucdo Perm/Wash em cada
tubo e posteriormente foi feito o descarte do sobrenadante. Apos a fixacdo e pemeabilizagdo
das células foram acrescidos 0s anticorpos correspondentes as citocinas de interesse e incubadas
a 4°C por 30 minutos e protegidos da luz. O tampédo BD Perm/Wash foi utilizado para a diluicdo
dos anticorpos, a fim de manter as células num estado permeabilizacdo para marcagdo
intracelular. Ao término da incubacédo as células foram lavadas duas vezes por centrifugacdo
(1200rpm, 10 mim, 4°C), pela adi¢do de 1mL da solu¢io Perm/Wash em cada ciclo da lavagem.
Ao final as células foram ressuspensas em 200uL em tampao de FACS (PBS 1x, 0,5% SBF,
0,01% azida de sddio).
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Tabela 3: Dados das moléculas de superficie e intracelulares, avaliadas no estudo, e 0s respectivos anticorpos
fluorescentes. Composi¢do dos painéis de marca¢do das cadeias VP, moléculas de superficie e citocinas
intracelulares das células do sangue periférico e bidpsia de pacientes e controles saudaveis nos experimentos ex vivo

e in vitro.
MARCACAO FITC PE PECY® PECY” APC
Compensacéo CompBead CompBead CompBead CompBead CompBead
Isotipos 1gG1 IgG1 1gG1 IgG1 IgG1
Isotipos 1gG2a 1gG2a IgG2a 1gG2a IgG2a
TCRVp VB2 CD4 CD8 - -
TCRV} VB3 CD4 CD8 - -
TCRVp VB5 CD4 CD8 - -
TCRVp V6.1 CD4 CD8 - -
TCRVp VB3 CD4 CD8 - -
TCRV} VB11 CD4 CD8 - -
TCRVp VBI12 CD4 CD8 - -
TCRV} VB13 CD4 CD8 - -
TCRVB VP14 CD4 CD8 - -
TCRVp VB16 CD4 CD8 - -
TCRVp VB17 CD4 CD8 - -
TCRV} VB20 CD4 CD8 - -
TCRVp Vp21.3 CD4 CD8 - -
TCRVp Vp22 CD4 CD8 - -
TCRVp2- Ativagdo VB2 CD25 CD8 - CD4
TCRVB2-Ativacido VB2 CD69 CD8 - CD4
TCRVp2-Ativagio VB2 HLA-DR CD8 - CD4
TCRVp5-Ativacao VB5 CD25 CD8 - CD4
TCRVp5-Ativagao VB5 CD69 CD8 - CD4
TCRVp5-Ativacao VB5 HLA-DR CD8 - CD4
TCRVp12-Ativacdo VBI12 CD25 CD8 - CD4
TCRVB12-Ativacéo VB12 CD69 CD8 - CD4
TCRVB12-Ativacio VP12 HLA-DR CD8 - CD4
TCRVp14-Ativacao VB14 CD25 CD8 - CD4
TCRVp14-Ativacao Vp14 CD69 CD8 - CD4
TCRVp14-Ativacao VB14 HLA-DR CD8 - CD4
TCRVpB12-Adesdo VB12 CDlla CD8 CD18 CD4
TCRVpB12-Adesdo VB12 CD29 CD8 CD49d CD4
TCRVpB12-Adesdo VB12 CD62L CD8 - CD4
TCRVB12 Memoria VBI12 CD4 CD45R0O CD28 CD197 (CCRY7)
TCRVB12-Memoria VBI12 CD8 CD45R0O CD28 CD197 (CCRY7)
TCRVB12-Memoria VBI12 CD4 CD45RA - CD197 (CCRY7)
TCRVB12-Meméria VP12 CD8 CD45RA - CD197(CCR?7)
TCRVB12-Memébria VBI12 CD4 CD45RA CD27 -
TCRVB12-Memoria VB12 CD8 CD45RA CD27 -
TCRVpI12-Citocinas VBI12 TNF CD4 IFN-Y IL-2
TCRVpI12-Citocinas VBI12 TNF CD8 IFN-Y IL-2
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Tabela 4: Dados de caracterizacéo dos anticorpos utilizados no estudo, a partir do conjugado fluorescente, clone,
isotipo e companhia. Especificagdes dos anticorpos utilizados para as marcagdes das cadeias VB, moléculas de
superficie e citocinas intracelulares das células do sangue periférico e bidpsia, de controles saudaveis e pacientes, nos
experimentos ex vivo e in vitro.

Anticorpo Conjugado Clone Isotipo Companhia
CompBeads FITC/PE/PECY5/PECY7/APC - - BD Biosciences-CA,EUA
lgGla FITC/PE/PECY5/PECY7/APC X40 - BD Biosciences-CA,EUA
lgG2a FITC/PE/PECY5/PECY7/APC  6155-178 - BD Biosciences-CA,EUA
Anti-V2 FITC E22E7-2 1gG2a Immunotech- ME, EUA
Anti-Vp3 FITC LE-89 1gG2a Immunotech- ME, EUA
Anti-VB5 FITC ER-2 IgGla Immunotech- ME, EUA
Anti-V6.1 FITC CRI3004-3 lgGla Immunotech- ME, EUA
Anti-V8 FITC 56C5 1gG2a Immunotech- ME, EUA
Anti-VB11 FITC c21 1gG2a Immunotech- ME, EUA
Anti-Vp12 FITC VER2.32 1gG2a Immunotech- ME, EUA
Anti-VpB12 PE VER2.32 1gG2a Immunotech- ME, EUA
Anti-Vp13 FITC IMM-222 1gG2a Immunotech- ME, EUA
Anti-VB14 FITC CA51.1.3 lgGla Immunotech- ME, EUA
Anti-VB16 FITC TAMA1L IgGla Immunotech- ME, EUA
Anti-VB17 FITC E17.5 lgGla Immunotech- ME, EUA
Anti-Vp20 FITC ELLI-4 IgGla Immunotech- ME, EUA
Anti-VfB21.3 FITC 16.125 IgGla Immunotech- ME, EUA
Anti-Vp22 FITC IMM.546 IgGla Immunotech- ME, EUA
Anti-CD4 FITC RPA-T4 IgGla BD Biosciences-CA ,EUA
Anti-CD4 PE SK3 IgGla BD Biosciences-CA,EUA
Anti-CD4 PECY5 SK3 IgGla BD Biosciences-CA,EUA
Anti-CD4 APC SK3 IgGla BD Biosciences-CA,EUA
Anti-CD8 PE RPA-T8 IgGla BD Biosciences-CA,EUA
Anti-CD8 PECY5 SK3 IgGla BD Biosciences-CA,EUA
Anti-CD11a PE 43-25B 1gG2a BD Biosciences-CA,EUA
Anti-CD18 PECY7 6.7 lgGla BD Biosciences-CA,EUA
Anti-CD25 PE M.A251 IgGla BD Biosciences-CA,EUA
Anti-CD27 PECY7 M.T271 IgGla BD Biosciences-CA,EUA
Anti-CD28 PECY7 CD28.2 IgGla BD Biosciences-CA,EUA
Anti-CD29 PE MAR4 IgGla BD Biosciences-CA,EUA
Anti-CD45RA PECY5 H1100 1gG2a BD Biosciences-CA,EUA
Anti-CD45R0O PECY5 UCHL1 1gG2a BD Biosciences-CA,EUA
Anti-CD49d PECY7 9F10 lgGla BD Biosciences-CA,EUA
Anti-CD69 PE FN50 IgGla BD Biosciences-CA,EUA
Anti-CD197(CCR7) APC 150503 IgGla BD Biosciences-CA,EUA
Anti-HLA-DR PE 646-6 IgGla BD Biosciences-CA,EUA
Anti-IFN-Y PECY7 4S.B3 lgGla BD Biosciences-CA,EUA
Anti-TNF PE MAb.11 IgGla BD Biosciences-CA,EUA

Anti-IL-2 APC 5344.111 IgGla BD Biosciences-CA ,EUA
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5.8 AQUISICAO E ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO

As amostras foram adquiridas utilizando o aparelho FACSaria ou FACS Fortessa 1l (BD
Biosciences, USA) da Plataforma de Citometria do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz,
FIOCRUZ, e analisadas utilizando o programa FACSDiva (BD Biosciences, USA) com 50 mil

eventos/amostra. Em cada experimento foi analisado primeiramente a amostra controle ndo

marcada (células tratadas e submetidas ao mesmo procedimento, exceto pela adi¢do dos
anticorpos conjugados aos fluorocromos). Os ajustes dos canais de deteccdo foram realizados
de modo que as fluorescéncias destas células se encontrassem na regido da escala considerada

negativa (em torno de 102). Posteriormente foram analisadas as amostras controle isotipico

(Figura 4), usada como controle negativo. Com essa marcagdo eliminamos as fluorescéncias
inespecificas, evitando a interferéncia de falsa positividade nos resultados. Para esse controle
0s anticorpos sdo do mesmo isotipo utilizado nos anticorpos testes, marcado com o0 mesmo
fluorocromo, mas ndo especificos aos sitios antigénicos da amostra em analise; assim, a
fluorescéncia emitida por este controle, que ndo reconhece nenhuma das moléculas de
superficie das células da amostra em analise, permite estabelecer o background (linha zero),
abaixo do qual os resultados ndo sdo reconhecidos, ou sdo inespecificos, evidenciando apenas
0s eventos reais. Como 0s experimentos envolveram marcagdes simultaneas com mais de um
fluorocromo, usamos as compbeads (BD Biosciences, USA) para corrigir a sobreposicao dos
fluorocromos. As Compbeads sdo microparticulas de poliestireno que se ligam a cadeia leve

qualquer de imunoglobina. Procedia-se, entdo a aquisicdo das amostras testes.

Para a construcdo do painel de leitura foi usada uma estratégia baseada no grafico de pontos
(“dot plot”) e selecdo das populacdes de interesse “gats” (R). Inicialmente foi definido o
primeiro “dot plot” (grafico de pontos) a partir dos parametros tamanho (forward scatter — FSC;
eixo X) versus granulosidade (side scatter — SSC; eixo y) e realizada uma selecdo particular na
regido dos linfocitos através de um “gate” denominado R1(Figura 3A). O gate R1 foi
selecionado para individuar as populacdes das células T CD4" e CD8* em “dot plot” distintos
(Figura 3B e C, respectivamente). Dentro de cada populacdo, CD4" (“gate” R2) e CD8" (“gate”
R3), foram analisadas as expressdes dos clones e moléculas de interesse a partir da abertura de
“dot plots” onde fizemos associagdes entre os fluorocromos (Figura 4D). Dependendo da
quantidade de moléculas avaliadas a estratégia para definicdo dos painéis foi ajustada com o
intuito de atender a necessidade da analise multiparamétrica (Figuras 5, 6, 7, 8 € 9)
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Figura 4: Representacdo grafica da populacdo linfocitaria, analisada para defini¢cdo dos quadrantes através do
controle isotipico (IgG1 e 1gG2a). (A) Populagdo linfocitaria tendo como base os pardmetros de tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC), gate R1. Regido de marcacdo da subpopulagdo T CD4* (B) e CD8* (C), gate R2 e R3
respectivamente. Regido de marcagéo do controle isotipo para os flurocromos FITC, PE, PEC®, PECY+, APC. As células
do sangue total foram marcadas, ex vivo, com os anticorpos isottipicos, seguido por analise de citometria de fluxo.
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Figura 5: Representa¢do grafica da populagdo linfocitaria, analisada para caracterizagdo fenotipica
através da expressao das moléculas de ativacdo. (A) Populacdo linfocitaria tendo como base os pardmetros de
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), “gate” R1. Regido de marcacdo da subpopulacdo T CD4* (B) e CD8* (C),
“gate” R2 e R3 respectivamente. Regido de marcagéo da subpopulagdo V12 mais moléculas de ativacdo CD69
(D), CD25, HLA-DR (E). As células do sangue total foram marcadas, ex vivo, para a regido Vp do receptor de
células T (TCR) CD4* e CD8", mais as moléculas de interesse, seguido por analise de citometria de fluxo.
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Figura 6: Representacéo grafica da populagéo linfocitéria, analisada para caracterizagéo fenotipica atraves da
expressdo das moléculas de adesdo. (A) Populagdo linfocitaria tendo como base os pardmetros de tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC), “gate” R1. Regido de marcagéo da subpopulagédo T CD4* VB12 (B) e CD8" V12 (C), “gate” R2
e R3 respectivamente. Regido de marcagdo das moléculas de adesdo, LFA-1 - CD11 e CD18 (D) e VLA-4 - CD29 e
CD49d (E). As células do sangue total foram marcadas, ex vivo, para a regido Vp do receptor de células T (TCR) CD4*
e CD8*, mais as moléculas de interesse, seguido por andlise de citometria de fluxo, tal como descrito em Métodos.
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Figura 7: Representagdo grafica da populacao linfocitaria, analisada para expressdo das moléculas de adesao
CD62L high e low. Representacdo gréafica pa populacéo linfocitaria em controles (A) e pacientes (B). A construgdo dos
“dot plots” foi feita igualmente para controles e pacientes. Regido de marcacéo da subpopulacdo T CD4" (C) e CD8*
VB12 (D), “gate” R1 e R2 respectivamente. Regido de marcagdo da subpopulagdo VB12 mais a molécula CD62L (E).
As células do sangue total foram marcadas, ex vivo, para a regido Vp do receptor de células T (TCR) CD4* e CD8*, mais
a moléculas de interesse, seguido por anélise de citometria de fluxo, tal como descrito em Métodos.
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Figura 8: Representacdo grafica da populacdo linfocitaria, analisada para determinag¢do dos fenotipos
naive/efetor/memdria. Representacdo grafica da regido de marcacao da subpopulacdo T CD4*VB12 (A) e CD8* VB12
(B), “gate” R1 e R2 respectivamente. Regido de marcacao das moléculas de superficie: (C) Painel 1- CCD7/CD45RA,;
(D) Painel 2- CCD7/CD45R0O/CD28; (E) Painel 3- CD45R0O/CD27, em CD4* (A) e CD8" (B). As células do sangue
total foram marcadas, ex vivo, para a regido Vp do receptor de células T (TCR) CD4* e CD8*, mais as moléculas de
interesse, seguido por analise de citometria de fluxo, tal como descrito em Métodos.
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Figura 9: Representacdo grafica da populacdo linfocitaria, analisada para caracterizacédo funcional através da
expressdo das citocinas intracelulares (IFN-y, TNF e IL-2). Representacdo grafica da regido de marcacdo da
subpopulagdo T CD4* VB12 (A) e CD8* VB12 (B), gate R2 e R3 respectivamente. (C) Regido de marcacdo da
subpopulacdo VP12 para as citocinas de interesse. Células mononucleares, provenientes do sangue periférico de
pacientes foram mantidas em cultura por 48h sem estimulo. Apés o tempo de cultura, as células foram marcadas para
regides VP12, expressido de CD4 e CD8, e produgdo das citocinas de interesse, seguido por analise de citometria de fluxo
tal como descrito em Métodos.
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5.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foi utilizado o programa GraphPad — Prism (GraphPad Doftware, San
Diego, CA-USA). Os valores estdo representados com valores em médias e desvio padréo
obtidas a partir da expressdo das moléculas estudadas em cada populagdo. O Teste ndo pareado
e ndo paramétrico de Mann Whitney foi usado para comparar a expressdo das moléculas entre
pacientes e controles. Para avaliar a existéncia de correlacéo, entre a frequéncia dos clones das
células T e o tamanho da lesdo, usamos o coeficiente de correlacdo de Spearman. O teste
pareado e ndo paramétrico de Wilcoxon foi usado para comparar expansdo do clone VP12 ¢
frequéncia das células marcadas para as citocinas intracelulares nos ensaios in vitro, entre
células submetidas ou ndo a estimulacdo com SLA. Os valores com p < 0,05 foram considerados

significativos.
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6. RESULTADOS

6.1 AVALIACAO DA FREQUENCIA DOS CLONES DAS CELULAS T CD4* E
CD8* NO SANGUE PERIFERICO EM PACIENTES COM LEISHMANIOSE CUTANEA
LOCALIZADA.

Inicialmente foi feita a avaliacdo do repertdrio no sangue periférico entre pacientes com LCL e
controles saudaveis da mesma area endémica, através da expressdo cadeia Vp do TCR. Houve
menor frequéncia, estatisticamente significante, dos clones VB2, VB5 e¢ VP12 em células T
CD4* (Figura 10A) e diminuicdo das células T CD8" V5, VB12 e VB14 (Figura 10B), nos

pacientes com LCL, quando comparados aos controles saudaveis.



48

A 154 p=0,01
=0,01
p’— I:’Controle
p=0.,01
. l EicL
[s=N
>
%]
14
O 91
'_
.
<
[a)
O 64
[}
©
S
3
00—
2 3 5 6.1 8 11 12 13 14 16 17 20 21.3 22
Familias de V3
B 15-
D Controle
« 12 LCcL
>
%] -
o p=0.01 p=0,01 p=0,01
O
'_
+
o]
]
O
[}
©
S

2 3 5 6.1 8 11 12 13 14 16 17 20 21.3 22

Familias de VP

Figura 10: Os pacientes com LCL mostraram diminuicéo, ex vivo, na frequéncia
dos clones VB2, VB5 e VB12 em células T CD4* e VB5, VP12 e VP14 em CD8*
quando comparados com controles saudaveis. Frequéncia dos clones das células T
CD4* (A) e CD8* (B), de acordo com a expressdo da cadeia V[, no sangue periférico
de individuos saudaveis, n=15 (barras vazias) e pacientes (barras cheias), n=15. As
células do sangue total de controles e pacientes com LCL foram marcadas, ex vivo,
para a regido VP do receptor de células T (TCR) CD4* e CD8*, seguido por analise de
citometria de fluxo. As barras representam a mediana e o desvio padrdo para cada
grupo, a partir dos valores que expressam o percentual em relacdo ao sangue total de
células T CD4* e CD8"*. As médias foram comparadas através do Teste Mann Whitney
com valor de p < 0,05 considerado estatisticamente significante.
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6.2 AVALIACAO DO NIVEL DE ATIVACAO DAS CELULAS T CD4* (VP2, VBS,
VB12) e CD8* (VPS, VP12, VB14), ATRAVES DA EXPRESSAO DO CD25, CD69 E HLA-
DR.

Diante da diminuicdo da presenga dos clones VB2, VB5, VB12 em CD4 e V5, VP12, V14 em
CD8 no sangue dos pacentes com LCL quando comparado aos controles saudaveis, foi avaliado
0 estado de ativacdo dessas células. O estado de ativacdo celular foi qualificado, através da
expressao das moléculas CD69, CD25 e HLA-DR que indicam ativacdo inicial, mediana e
tardia, respectivamente. Os clones CD4" (VB2, VB5, VB12) e CD8" (VB5, VP12, VB14) nos
pacientes com LCL apresentam maior estado de ativagdo quando comparado aos controles
saudaveis, mostrados na Figura 11A e B, respectivamente. No entanto os clones CD4" VP2,
VB5 e CD8* VB35, VB14 apresentaram marcacdo para ativacdo tardia (HLA-DR), enquanto o

clone VP12 apresentou diferentes niveis de ativacéo.
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Figura 11: As células T V12 apresentam diferentes niveis de ativacio no sangue periférico de pacientes com LCL
em relacdo aos controles saudaveis. Frequéncia de células T CD4* VB2, VB5, VP12 (A) e T CD8* V5, VBI12, VB14
(B) expressando os marcadores de ativacdo (CD25, CD69 e HLA-DR), no sangue periférico de controles saudaveis (n=15
—quadrado branco) e pacientes (n=15 — quadrado preto). As células do sague total foram marcadas, ex vivo, como descrito
no protocolo de utilizacdo de solucdo de lise e posteriormente a expressdo dos marcadores analisada por citometria de
fluxo. Os graficos representam a frequéncia de diferentes clones das células T CD4* e CD8* expressando as moléculas
de interesse. As barras representam a mediana, comparadas através do Teste de Mann Whitney, com valor de p < 0,05
considerado estatisticamente significante.
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6.3 COMPARAGCAO DA FREQUENCIA DOS CLONES DAS CELULAS T CD4*
(VB2, VS, VB12) E CD8* (VBS, VB12, VB14) PRESENTES NO SANGUE PERIFERICO E
BIOPSIA EM PACIENTES COM LEISHMANIOSE CUTANEA LOCALIZADA.

Os primeiros dados demonstraram que as células T CD4" (VB2, VB5, VB12) e CDS8*
(VBS, VP12, VB14) estao em menor frequéncia na corrente sanguinea dos pacientes com LCL
quando comparados aos controles saudaveis, e baseado na expressao dos marcadores avaliados,
se apresentam como células ativadas. Entdo, foi comparado a frequéncia dos clones de interesse

entre sangue e bidpsia dos pacientes selecionados (Figura 12).

As células T CD4" (VB2, VB5, VB12 — Figura 12B) e CD8" (VB5, VP12, VB14 — Figura
12 D) apresentam frequéncia maior na bidpia quando comparado ao sangue. E a frequéncia dos
clones avaliados apresentou correlagdo positiva significante com o tamanho da lesdo (Figura
12E e F). No entanto, foi observado correlacdo maior em relacdo ao tamanho da lesdo e a
frequéncia do clone VP12 para as células CD4 (r>=0,681), enquanto para as células CD8 o clone
mais relevante foi o VB5 (r>=0,697) mostrados na Figura 12E e F, respectivamente.
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Figura 12: Os pacientes com LCL mostraram aumento, ex vivo, na frequéncia das populacées T CD4* e CD8" VB12 na
bidpsia e correlagao positiva com o tamanho da lesdo. Representacdo grafica da populugdo das células T CD4* (A) e CD8* (B)
em bidpsia de pacientes com LCL, analisada para determinagdo da frequéncia dos clones de interesse. Comparagéo da frequéncia
dos clones VB2, VB5, VB12 das células T CD4* (C) e VB5, VB12, VB14 em CD8* (D), entre o sangue periférico (barras vazias,
n=15) e bidpsias (barras cheias, n=20) de pacientes com LCL. Correlagdo entre o tamanho da lesdo (mm?) e a frequéncia dos
clones VB2, VB5, VB12 na populacédo de células CD4* (E) e VB5, VB12, V14 em CD8* (F). As células do sangue e bidpsia foram
obtidas e marcadas como descrito no métod. Aos médias da frequéncia de células de sangue e biopsia foram comparadas através
do Teste de Wilcoxon. A andlise de correlagdo foi realizada através do coeficiente de correlacdo de Spearman (r?) e os resultados
foram considerados significantes com p < 0,05.
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6.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO DAS MOLECULAS DE ADESAO E
CARACTERIZACAO FUNCIONAL DO CLONE Vp12 NAS CELULAS T CD4* E CD8* EM
PACIENTES COM LCL.

A partir dos resultados obtidos pela analise de correlacdo da frequéncia das células T VP12 com
0 tamanho da leséo e seu estado de ativagdo, o estudo foi direcionado para a avaliacdo de
moléculas associadas com o enderecamento celular. Para essa caracterizacdo foi usado a
expressao das integrinas CD11a, CD18, CD29, CD49d e CD62L nas células T CD4" e CD8"*
VB12. A expressdo das moléculas de adeséo foi maior estatisticamente significante nas células
T CD4" e CD8" VP12 nos pacientes quando comparado aos controles saudaveis (Figura 13A e

B). Essa observacao sugere que as células estdo sendo direcionadas para tecidos periféricos nao

linfoides.
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Figura 13: Células T VP12 no sangue de pacientes com LCL expressam mais moléculas de adesdo para
enderecamento de tecidos lesionados.Frequéncia de células T CD4* (A) e T CD8* (B) VB12 expressando as moléculas
de adesdo (LFA-1: CD11a, CD18; VLA-4: CD29, CD49d) no sangue periférico de controles saudaveis (n=15 — quadrado
branco) e pacientes (n=15 — quadrado preto). As células do sangue total foram marcadas, ex vivo, como descrito no
protocolo de utilizacdo de solucdo de lise e posteriormente a expressdo dos marcadores analisada por citometria de fluxo.
Os gréficos representam a frequéncia das células T CD4* e CD8* V12 expressando as moléculas de interesse. As barras
representam a mediana, comparadas através do Teste de Mann Whitney, com valor de p < 0,05 considerado
estatisticamente significante.
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Também foi avaliado a expressdo do CD62L, uma molécula que estd altamente expressa em
células de 6rgdos linfoides periféricos. Apesar da alta frequéncia de células expressando CD62L
tanto nos pacientes quanto nos controles, duas populacdes com base na intensidade média de
florescéncia, foram observadas: CD62L"°% e CD62L"9", Como mostrado na Figura 14, os
pacientes apresentaram maior frequéncia de células T CD4" (A) e CD8" VB12 (B) com

expressao de CD62L do tipo low enquanto nos controles observamos o tipo high.
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Figura 14: Células T V12 possuem baixa expressido de CD62L no sangue de pacientes com LCL em relagéo
aos controles saudaveis. Frequéncia de células T CD4* (A) e T CD8* (B) VB12 expressando CD62L no sangue
periférico de controles saudaveis (n=15 — quadrado branco) e pacientes (n=15 — quadrado preto). As células do
sague total foram marcadas, ex vivo, como descrito no protocolo de utilizacdo de solucdo de lise e posteriormente
a expressao dos marcadores analisada por citometria de fluxo. Os graficos representam a frequéncia das células
T CD4* e CD8* VP12 expressando as moléculas de interesse. As barras representam a mediana, comparadas
através do Teste de Mann Whitney, com valor de p < 0,05 considerado estatisticamente significante.

Considerando a importancia da memdria imunoldgica durante as infec¢bes secundarias
caracterizamos as subpopulagdes das células T CD4* e CD8* VB12 do sangue periférico dos
pacientes com LCL através da expressdo das moléculas CCR7, CD45RA, CD45R0, CD27 e
CD28. Para essa caracterizacao foi realizada analise das células ex vivo do sangue periféerico de
pacientes com LCL e controles saudaveis marcadas com 0s anticorpos especificos para cada
molécula de interesses (Painel 1: CD4/CD8/VB12/CCR7/CD45RA — Figura 15A; Painel: 2
CD4/CD8/VB12/CCR7/CD45R0O/CD28 Figura 16A; Painel 3:
CD4/CD8/VB12/CD45RO/CD27 — Figura 17A) e as células obtidas a partir da utilizacdo da
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solucgéo de lise e, posteriormente, a expressao dos marcadores foi determinada por citometria
de fluxo.

6.4.1 Painel CCR7/CD45RA

No primeiro painel de caracterizacdo das celulas de memoria foi avaliado a expressdo do CCR7
e CD45RA, para caracterizacdo das células de memoria. Baseado na expressao dos marcadores
CCR7 e CD45RA as células T CD4" e CD8" VB12 apresentaram quatro subpopulacdes (Figura
15A): CCR7'CD45RAY, células naive (TN); CCR7*CD45RA", células de memoria central
(TMC); CCR7°CD45RA", células de memdria efetora (TME); CCR7"CD45RA", células
efetoras (TE).

De acordo com a expressdo das moléculas CCR7 e CD45RA o0s pacientes apresentam maior
frequéncia de células T CD4 VB12 com caracteristicas de células efetora (CCR7"CD45RA")
seguida pelas células de memoria efetora (CCR7°-CD45RA") quando comparado aos controles
saudaveis. Na populacdo T CD4 V12 também ¢ observado maior frequéncia de células efetoras
guando comparado as células de memoria efetora (Figura 15B). Em relacéo as células T CD8
VP12 os pacientes apresentam maior frequéncia das células de memoria efetora (CCR7"
CD45RA") quando comparado aos individuos saudaveis. Ao contréario do que é observado nas
células T CD4 VP12, as células T CD8 VP12 apresentam frequéncia maior de células de
memoria efetora quando comparado a populacao efetora (Figura 15C). Os controles saudaveis
apresentam frequéncia elevada de células naive (CCR7*CD45RA") tanto para a populacdo T
CD4 V12 (Figura 15B) quanto CD8 V12 (Figura 15C) quando comparado as células de

pacientes com LCL.



56

B
100 9 p<0,001
| —
90 4
~ O~
x g0 4 @O p<0,001 p<0,001
(6]
R s — .
70 -
: émﬂ% .y
: ] v
S s0 - m
a 71
> 40 A
3
S 30 7
[}
o 20 -
A Painel 1: T SRl
CD4/CD8/VB12/CCR7/CDASRA e ‘
0 T T T T T
Meméria Naive IControles LCLI IControles LCI.'. Controles LCLIIControIes LCI_I
™ Central TN T™C TE TME
(@)
- C
© Memoéria Efetora 100
Efetora 50 -
~
S 80
CD45RA o p<0,001
z 70 | —|
5 p<0,001 p<0,001
< 60 -
[a]
(@]
& 50 - “
a [
> 40 4
® ...
a 30 4
(6]
[
° 20 A
S
10 -

0 T T

Controles LCL Controles LCL Controles LCL Controles LCL
L ;L JL J L ]

TN TMC TE TME

Figura 15: Células T CD4" VB12 apresentam um fenétipo predominante de células efetoras (CCR7
CD45RA") enquanto as células T CD8* V12 apresentam fenotipo predominante de células de memoria
efetora CCR7"CD45RA". (A) Expressdo de CCR7 e CD45RA para determinacdo de fenotipos naive / efetor /
meméria. Frequéncia de células T CD4* (B) e T CD8* (C) VP12 expressando CCR7 e CD45RA, em controles
saudaveis (n=15 — quadrado branco) e pacientes (n=15 — quadrado preto). As células do sangue total foram
marcadas, ex vivo, como descrito no protocolo de utilizacéo de solucgdo de lise e posteriormente a expressdo dos
marcadores analisada por citometria de fluxo. Os gréficos representam a frequéncia das células T CD4* e CD8*
VP12 expressando as moléculas de interesse. As barras representam a mediana, comparadas através do Teste de
Mann Whitney, com valor de p < 0,05 considerado estatisticamente significante.
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6.4.2 Painel CCR7/CD45R0O/CD28

Para o segundo painel de caracterizacdo das células de memoria foram utilizados os marcadores
CCR7, CD45R0 e CD28. Com base na expressao dos marcadores as células T CD4" e CD8*
VB12 apresentam quatro subpopulagbes (Figura 16A): CCR7*CD45R0O*CD28", células de
memodria central (TMC); CCR7*CD45R0O"CD28", células naive (TN); CCR7-CD45R0OCD28",
células efetoras (TE); CCR7"CD45R0O*CD28", células de memdria efetora (TME).

Seguindo o perfil mostrado no painel 1, o painel 2 mostra que as células T CD4 V12 mantem
as caracteristicas de células efetora (CCR7"CD45RO*CD28") seguida pelas células de memoria
efetora (CCR7"CD45R0OCD28") quando comparado aos controles saudaveis e a frequéncia
maior das células efetoras quando comparado as células de memdria efetora (Figura 16B). Ao
contrario do que é observado nas células T CD4 VB12, as células T CD8 V12 nos pacientes
apresentam frequéncia maior das células de memoria efetora seguida das células efetora quando
comparado aos individuos controles e frequéncia maior de células de memoria efetora quando
comparado a populacdo efetora (Figura 16C). Os individuos controles, mais uma vez,
apresentaram frequéncia maior de células naive (CCR7*CD45R0O"CD28") quando comparado
as células T CD4 e CD8 VP12 (Figura 14B e C).
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Figura 16: Células T CD4" VB12 apresentam um fenoétipo predominante de células efetoras (CCRT
CD45R0O*CD28") enquanto as células T CD8" VB12 apresentam fenotipo predominante de células de
memoria efetora (CCR7-CD45ROCD28). (A) Expressdo CCR7, CD45R0O e CD28 para determinacdo de
fendtipos naive / efetor / memoria. Frequéncia de células T CD4* (B) e T CD8* (C) VB12 expressando CCRY7,
CD45RO0 e CD28, ex vivo, de controles saudaveis (n=15 — quadrado branco) e pacientes (n=15 — quadrado preto).
As células do sague total foram marcadas, ex vivo, como descrito no protocolo de utilizacdo de solucédo de lise e
posteriormente a expressao dos marcadores analisada por citometria de fluxo. Os gréficos representam a
frequéncia das células T CD4* e CD8* VB12 expressando as moléculas de interesse. As barras representam a
mediana, comparadas através do Teste de Mann Whitney, com valor de p < 0,05 considerado estatisticamente

significante.
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6.4.3 Painel CD45RO/CD27

Para o terceiro painel de caracterizacdo das células de memdria as células foram marcadas para
as moléculas CD45R0 e CD27. As células T CD4" e CD8" VP12 sdo divididas em quatro
subpopulacdes com base na expressdo das moléculas de superficie CD45R0O e CD27 (Figura
17A): CD45RO*CD27*, células de memoria central (TMC); CD45ROCD27", células naive
(TN); CD45ROCD27", células efetoras (TE); CD45RO" CD27-, células de memoria efetora
(TME).

Assim, como mostrado nos painéis 1 (CCR7/CD45RA) e painel 2 (CCR7/CD45R0), o painel
3 mostra que as células T CD4 V12 mantem maior frequéncia das células efetoras (CD45R0O"
CD27°) seguida pelas células de memoria efetora (CD45RO*CD27°) quando comparado aos
controles sadios (Figura 17B). No entanto, esse painel ndo observamos diferenca na frequéncia
das células efetoras quando comparado as células de memoria efetora como na caracterizagdo
feita nos painéis 1 e 2 para as células T CD4 VB12. As células T CD8 VP12 nos pacientes
apresentam frequéncia maior das células de memoria efetora seguida das células efetora quando
comparado aos individuos controles, ao contrario do que é observado nas células T CD4 Vp12.
A diferenca na frequéncia de células de memdria efetora, quando comparado a populacdo
efetora das células T CD8 V12, foi mantida como nas analises anteriores (Figura 17C). Os
individuos controles mais uma vez apresentaram maior frequéncia de células naive (CD45RO"
CD27%) quando comparado as células T CD4 e CD8 VB12.
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Figura 17: Células T CD4" VB12 apresentam um feno6tipo predominante de células efetoras (CD45ROCD27
) enquanto as células T CD8* VB12 apresentam fenétipo predominante de células de memoria efetora
(CD45RO*CD277). (A) Expressdo CD45R0O e CD27 para determinacdo de fendtipos naive / efetor / memoria.
Frequéncia de células T CD4* (B) e T CD8* (C) VP12 expressando CD45R0O e CD27, ex vivo, de controles saudaveis
(n=15 - quadrado branco) e pacientes (n=15 — quadrado preto). As células do sangue total foram marcadas, ex vivo,
como descrito no protocolo de utilizacdo de solucdo de lise e posteriormente a expressdo dos marcadores foi
analisada por citometria de fluxo. Os graficos representam a frequéncia das células T CD4* e CD8* VBI2
expressando as moléculas de interesse. As barras representam a média, comparadas através do Teste de Mann
Whitney, com valor de p < 0,05 considerado estatisticamente significante.
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Foi observada correlagdo positiva significante entre a frequéncia das células T VP12 (efetora e
memodria efetora) e o tamanho da lesdo (Figura 16). Em relacéo as células T CD4* V12, Figura
18A, existe uma maior correlagio para frequéncia da populacio de células efetoras (12 = 0,774),
enquanto as células T CD8" V12, Figura 18B, o tamanho da lesdo correlaciona-se com

frequéncia das células de memdria efetora (r> = 0.799).
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Figura 18: Frequéncia das células T CD4* V12 efetora e CD8" VB12 de memoria efetora estio
correlacionadas ao tamanho da lesdo em pacientes com LCL. Correlacdo entre o tamanho da leséo
(mm?) e a frequéncia do clone VB12 na populacio de células CD4* efetorsa (A) e CD8* de memdria
efetora (B) no sangue dos pacientes (n=20). A analise de correlacéo foi realizada através do coeficiente
de correlacéo de Spearman (r?) e os resultados foram considerados significantes com p < 0,05.
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6.5 AVALIACAO DA EXPANSAO PRODUGCAO DE CITOCINAS EM CELULAS T
CD4* E CD8* VB12 EM PACIENTES COM LCL, ESTIMULADAS COM SLA.

Para avaliar o perfil de citocinas produzidas pelas células T VP12, as células mononucleares de
pacientes com LCL foram estimuladas in vitro com SLA. Para esta avaliagdo foi usado o
potencial da citometria de fluxo para analises multiparamétricas através de marcacdo

intracelular para as citocinas INF-y, TNF e IL-2.

O efeito de antigenos do parasito na expansdo clonal das células T VB12 foi avaliado,
comparando a frequéncia das células T VB12 do sangue periférico de pacientes com LCL, ndo
estimuladas e estimuladas com SLA por 48h. A presenca do SLA na cultura das células de
pacientes com LCL, resultou numa expansdo, estatisticamente significante, do clone V12
quando comparado as células ndo estimuladas (meio), tanto para a populacdo CD4" (p<0,001)
quanto CD8" (p<0,01), representado na figura 19A e B, respectivamente.
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Figura 19: A estimulagéo, in vitro com SLA, das células mononucleares de
pacientes com LCL induz ativacédo clonal das células T com expressio do V12
tanto nas células T CD4* quanto T CD8*. Expansao in vitro de clones das células
T CD4* (A) e CD8" (B), de acordo com a expressdo da cadeia VB12. Células
mononucleares provenientes do sangue periférico de pacientes foram mantidas em
cultura por 48h sem estimulo, n=10 (barras vazias), bem como com antigeno soltvel
de Leishmania (SLA - 10pg/ml), n=10 (barras cheias). Apds o tempo de cultura, as
células foram marcadas para regifes VB12, expressdo de CD4 e CD8, seguido por
analise de citometria de fluxo tal como descrito em Métodos. Os valores expressam
o percentual em relacdo ao sangue total de células T CD4* e CD8*. As barras
representam a média e o desvio padrdo para cada grupo, a partir dos valores que
expressam o percentual em relagdo ao sangue total de células T CD4* e CD8". As
médias foram comparadas através do Teste de Wilcoxon com valor de p < 0,05
considerado estatisticamente significante.
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A populagdo das células VB12, estimuladas com SLA, apresentou maior frequéncia de células
marcadas para IFN-y e TNF quando comparadas as células cultivadas na auséncia de estimulo,
tanto para CD4" quanto para CD8" (Figura 20B e D, respectivamente). Para as células T CD4*
VP12 foi observado diferenca, estatisticamente significante (p<0,001), entre a frequéncia de
células positivas para IFN-y quando comparada ao TNF (Figura 20B). A populacao das células
CD8" VB12 apresentou frequéncia semelhante para a producdo de IFN-y e TNF (Figura 20D).

Né&o foi encontrado diferenca na marcacéo intracelular para a citocina IL-2.

A analise da populacao VP12 de pacientes com LCL, estimuladas com SLA, apresentou
frequéncia maior de células marcadas positivamente tanto para INF-y quanto TNF, quando

comparadas ao meio (dados ndo mostrados).
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Figura 20: As células T VB12*, quando estimuladas com SLA, sdo células produtoras de INF-y e
TNF. Representacdo gréafica da popolucgdo das células T CD4* (A) e CD8* (C) do sangue de pacientes com
LCL, para defini¢dao das células VB12* (linha cheia) e V12" (linha tracejada). Frequéncia da populacéo
VB12*, em células CD4* (B) e CD8* (D), marcadas para IFN-y, TNF e IL-2, in vitro. Células
mononucleares, provenientes do sangue periférico de pacientes (n=11), foram mantidas em cultura por
48h sem estimulo (quadrado branco), bem como com antigeno sollvel de Leishmania (SLA - 10ug/ml;
quadrado presto). Apos o tempo de cultura, as células foram marcadas para regides VP12, expressdo de
CD4 e CD8, e producdo das citocinas de interesse, seguido por analise de citometria de fluxo tal como
descrito em Métodos. As médias foram comparadas através do Teste de Wilcoxon com valor de p < 0,05
considerado estatisticamente significante.
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A populacdo VBI12*, em células CD4" (Figura 21A) e CD8" (Figura 21B), possui maior
frequéncia de células marcadas para IFN-y e menor para TNF, quando comparada a populagdo

VP12, sendo a diferenga estatisticamente significante (p<0,03 e p<0,05, respectivamente).
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Figura 21: A populagdo VB12*, quando estimuladas com SLA, possui maior frequéncia de células marcadas para IFN-
v, quando comparada a populacdo VB12-, tanto para as células T CD4* quanto CD8*. Comparagdo das células Vp12*
(quadrado preto) e VP12 (quadrado branco), em células CD4* (A) e CD8* (B), marcadas para IFN-y, TNF e IL-2, in vitro.
Células mononucleares, provenientes do sangue periferico de pacientes (n=11), foram mantidas em cultura por 48h sem
estimulo, bem como com antigeno soltvel de Leishmania (SLA - 10ug/ml). Apés o tempo de cultura, as células foram
marcadas para regides VP12, expressio de CD4 e CD8, e producdo das citocinas de interesse, seguido por andlise de
citometria de fluxo tal como descrito em Métodos. As médias foram comparadas através do Teste de Wilcoxon com valor de
p < 0,05 considerado estatisticamente significante.

Sabendo da capacidade funcional das células T CD4" e CD8" para a produgdo de IFN-y e TNF,
foi avaliado o potencial funcional definido com base em uma das possiveis combinagdes para
a producdo de IFN-y e TNF, como apresentado na Figura 22. Através do grafico setorial, foi
observado predominio de células T CD4" e CD8" VB12* (Figura 22A e E, respectivamente)
marcadas apenas para uma citocina. Avaliando as possiveis combinacbes, foi observado
predominancia, estatisticamente significante (p<0,001), das células T CD4" VB12* marcadas
apenas para IFN-y* (Figura 22C) enquanto a popula¢do T CD4* V12" apresenta um equilibrio
na producéo de IFN-y e TNF (Figura 22D). Aproximadamente 10% da populagéo total do clone
VB12* apresenta marcacdo positiva tanto para IFN-y* quanto TNF*, caracterizando seu
potencial multifuncional (Figura 22A). A populagdo T CD8" VB12* (Figura 22G) mostrou
maior frequéncia de células marcadas para ou TNF (p<0,001), assim como na populagdo T
CD8* VB12- (Figura 22H). Além disso, as células T CD8" V12" possuem uma subpopulacdo
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com potencial multifuncional, com aproximadamente 30% da populagdo total do clone V12"
(Figura 22B), estatisticamente significante em relagéo a subpopulac¢éo duplo negativo (Figura
22D).
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Figura 22: As células CD4* e CD8" VB12* sdo predominantemente produtoras, in vitro, de apenas uma
citocinas. Representacdo em grafico setorial, em proporg¢des relativas, da contribuicdo da populagdo VB12*
(A—-CD4*e B - CD4) e V12" (E — CD8* e F — CD8") que expressam as duas citocinas (laranja - IFN-
y*/TNF*), uma citocina (cinza - IFN-y*/TNF e IFN-y/TNF*) ou negativa para as duas ccitocnas (azul - IFN-
y/TNF). Frequéncia do clone VB12 que expressa uma das quatro combinagdes de marcacao para as citocinas
IFN-y e TNF, em VB12* (C - CD4* e D — CD4") e VB12 (G — CD8* e H — CD8). Dados obtidos a partir de
ensaios in vitro, com élulas mononucleares, provenientes do sangue periférico de pacientes (n=11), mantidas
em cultura por 48h sem estimulo, bem como com antigeno solGvel de Leishmania (SLA - 10pg/ml). As
barras representam a média e o desvio padrdo para cada grupo, a partir dos valores que expressam o percentual
em relacdo ao sangue total de células T CD4* e CD8*. As médias foram comparadas através do Teste de
Wilcoxon com valor de p < 0,05 considerado estatisticamente significante.
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As células VB12* sdo predominantemente produtoras de apenas uma citocina. Enquanto as
células T CD4" VBI12* (Figura 23A) sdo as maiores produtoras de IFN-y (p<0,001), como
também é demonstrado para a populacdo V12" (Figura 23B). As células T CD8" VB12* por
sua vez apresentam maior frequéncia para a producdo de TNF em relacdo a CD4" VB12*
(p<0,01), Figura 23A. Para a dupla marcacdo (IFN-y +TNF), as células T CD8" VB12*
apresentaram maior frequéncia em relacdo a populacdo CD4" VB12 (p<0,01). A populagdo
VB12 ndo encontramos diferenca entre CD4* e CD8" para a producgéo simultanea ou apenas de
TNF.
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Figura 23: As células TCD4* VB12*, estimuladas com SLA, sdo predominantemente produtoras de INF-
Y, enquanto as TCD8* VP12 sdo produtoras de INF-y e TNF.Diferenca na frequéncia entre células CD4* e
CD8*, nas populagdes VB12* (A) e VB12° (B) marcadas para IFN-y e TNF, in vitro. Células mononucleares,
provenientes do sangue periférico de pacientes (n=11), foram mantidas em cultura por 48h sem estimulo, bem
como com antigeno solGvel de Leishmania (SLA - 10ug/ml). As médias foram comparadas através do Teste de
Wilcoxon com valor de p < 0,05 considerado estatisticamente significante.
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7 DISCUSSAOQ

A Leishmaniose Tegumentar € uma doenca causada por protozoarios do género Leishmania. A
maioria dos casos da forma cutanea, no Brasil, é atribuida a espécie Leishmania brasiliensis.
As duas principais manifestacfes clinicas € a Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL) e a
Leishmaniose Mucosa (LM). Os pacientes com a forma localizada, responsaveis por mais de
90% dos casos, apresentam cura espontanea e protecdo imunoldgica duradoura ou resposta
satisfatoria ao tratamento com drogas leishmanicidas (COSTA, et. al., 1990; SOARES, 2014).
A resposta imune celular tem papel importante tanto no processo de cura quanto de protecéo na
infeccdo por Leishmania, assim a avaliacdo das caracteristicas imunoldgicas tem sido baseada
na determinacdo da frequéncia dos linfocitos T CD4" e CD8" e o perfil de citocinas secretadas
pelos mesmos (DA-CRUZ, et al., 2002; OLIVEIRA, et.al., 2014; SANTOS, et al., 2014). A
analise do repertorio de células T, baseada na diversidade de expressao da cadeia V beta (Vf)
do TCR, fornece informacdes relevantes dos subconjuntos de células T envolvidos na resposta
imune contra a Leishmania, para compreensao da dinamica imunoldgica na LCL (KEESEN et
al., 2011; FERRAZ et al., 2015). Essa compreensdo € a chave para o desenvolvimento de

vacinas eficazes, abordagens de imunoterapia e diagndsticos especificos.

Estudo desenvolvido por nosso grupo demonstrou existir uma expansao preferencial do clone
VBI12 nas células T CD4" e CD8" do sangue e linfonodo de pacientes com LCL, quando
estimuladas com SLA. No mesmo estudo foi observado correlacdo positiva entre a expanséo
das células VB12* com a producéo rapida de IFN-y na resposta imune in vivo, em individuos
vacinados (CLARENCIO et al., 2006). A partir desse estudo delineamos o nosso trabalho para
a caracterizacdo fenotipica do clone VP12, ex vivo, através da expressdo de moléculas de
ativacdo, adesdo e caracterizacao das células de memoria em CMSP de pacientes com a forma
localizada da LC. Essa caracterizacdo nos fornece informacgtes bésicas relevantes sobre o
estado de diferenciacdo dos clones envolvidos na resposta imue durante a LCL. Além disso
monstramos a frequencia das células T VB12 na bidpsia de pacientes com LCL em relacdo a
outros clones e a correlacdo existente entre a frequéncia do clone V12 com o tamanho da les&o.
Com o ensaio, in vitro, mostramos a capacidade das células VB12 na secrecdo de IFN-y e TNF
e o potencial funcional destas células na produgdo simultanea das citocinas. Essa caracterizacdo
funcional, nos auxilia a entender a participacao e contribuicdo dos clones para o desenvlvimento
e desfecho da patogénese. Diante da variedade de moléculas avaliadas, utilizamos a citometria
de fluxo por ser uma técnica multiparamétrica, permitindo assim a analise simultanea de

diferentes subconjuntos de células. A avaliagdo multiparamétrica foi importante para a
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determinagdo ndo s6 das subpopulagdes, considerando a cadeia VP em células CD4" e CD8",

como também para a caracterizacdo fenotipica e funcional do clone de interesse.

Inicialmente fizemos a avaliagdo do repertorio das células CD4" e CD8" em pacientes com LCL
da area endémica de Jiquiriga, por ser um grupo diferente dos pacientes e vacinados estudados
por Claréncio e colaboradores em 2006. Nossos dados demostraram que pacientes com LCL e
controles saudaveis apresentam grande heterogeneidade no repertorio dos clones das células T
CD4* e CD8", assim como mostrado em estudos anteriores baseado na analise do TCR V§,
avaliado tanto por citometria quanto por PCR (VAN DER BEEMD et al., 2000; MEMON et
al., 2012). No entanto, observamos reducéo de alguns clones (VB2, VB5 e VB12 em células T
CD4%, e VB5, VB12 e VP14 em células T CD8") no sangue dos pacientes quando comparado
aos controles saudaveis, corroborando com os dados apresentados por Claréncio e
colaboradores em 2006. Os pacientes com LCL apresentaram um repertdrio oligoclonal, com
diminuicéo do clone V12 tanto para populacao de células CD4", quanto CD8"™ em relacéo aos
controles saudaveis Essa reducdo no sangue periférico pode indicar que esses clones estejam
no linfonodo ou no tecido lesionado. A diminuicdo de determinados clones no sangue, quando
comparados a outros compartimentos foram demosntrados em outros estudos. Foi observado
em pacientes com esclerose multipla que os clones diminuidos no sangue estavam presentes em
maior frequéncia no liquido cefalorraguidiano. O mesmo foi mostrado em pacientes com
tuberculose pleural quando compararam a repertério do sangue com liquido pleural. (LI et al.,
2014; DE PAULA et al., 2016).

Sugerimos, entdo que esses clones estdo envolvidos na resposta contra a Leishmania. Na
leishmaniose, alguns trabalhos tém correlacionado o reconhecimento dos antigenos de
Leishmania com mudancas na expressdo de moléculas de superficie e a resposta das células T
(BELKAID et al., 2002; ANTONELLI et al., 2005). Observamos nas células de pacientes com
LCL expressdo maior das moléculas de ativacdo (CD25, CD69 e HLA-DR) quando comparado
aos controles, nos clones das células T CD4* (VB2, VB5 e VB12) e CD8" (VB5, VBI2 e VB14)
do sangue periférico. No entanto, os clones CD4" VB2, VB5 e CD8" VB5, VP14 apresentaram
marcacdo para ativacao tardia (HLA-DR), enquanto o clone VB12 apresentou diferentes niveis
de ativacdo. Esses dados iniciais sugerem a existéncia de uma popula¢do de célula T V12
fenotipicamente ativa no sangue periférico de pacientes com LCL durante o desenvolvimento
da lesdo. Tem sido relatada a frequéncia de células T CD25* em bidpias de lesdes mais precoces
em pacientes infectados com Leishmania braziliensis (CARVALHO et al., 2007). Células do

CMSP quando estimuladas com SLA apresentaram aumento na frequéncia de células T
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expressando CD69, e essa capacidade € mantida em pacientes curados, no entanto tende a
diminuir com o tempo de cura (PEREIRA-CARVALHO et al., 2013; MENDES-AGUIAR et.
al., 2016).

Pacientes com LCL apresentaram correlacao positiva entre a frequéncia de células T ativada, o
tamanho e cronicidade da lesdo (ANTONELLI et al., 2005; FERRAZ et al., 2015). No nosso
estudo observamos frequéncia maior das células T CD4" (VB2, VB5 e VB12) e CD8" (VB5,
VB12 e VB14) na bidpsia quando comparado ao sangue. No entanto, a frequéncia do clone V312
foi estatisticamente significante em relacédo aos outros clones. O tamanho da les&o dos pacientes
apresentou correlacdo positiva e significante com a frequéncia dos clones avaliados para as
células T CD4" (VB2, VB5 e VB12) e CD8" (VB5, VP12 e VB14). Resultado esperado, uma vez
que a resposta imune celular em pacientes com a forma localizada da LC se apresenta como
oligoclonal (UYEMURA et al., 1993, CLARENCIO et al., 2006; KEESEN et al., 2011). Essa
resposta oligoclonal também é observada em outras doengas infecciosas, como mostrado em
estudo experimental com maléria e estudos em pacientes com HIV, doenca de Crohn e
tuberculose (LUMSDEN; CRANMER; KRZYCH, 2010; GONZALEZ-SERNA et al., 2013;
CAMUS et al. 2013; LI et al., 2014).

Podemos especular, portanto, que o aumento da frequéncia das células T CD4* e T CD8" V12
na bidpsia em relacdo a sangue, a correlagdo positiva com o tamanho da lesdo, o aumento na
expressdo dos receptores de proliferacdo (CD25 — IL2R) e ativacdo celular, esta relacionada
com o papel efetor exercido por essas células na resposta imune durante a infecdo por
Leishmania braziliensis. Sendo assim, concentramos nosso estudo na melhor caracterizacao do
clone VB12 das células T CD4" e T CD8" obtidas do sangue de pacientes com LCL. A
caracterizacdo das células VP12 nao foi feita na lesdo, no presente estudo, por limitacdo na
quantidade de células disponiveis nas bidpsias para a realizacdo das marca¢fes necessarias para
citometria. Para estudos futuros com as células da bidpsia a imunohistoquimica é uma técnica

que podera ser utilizada.

A ativacdo das células T é acompanhada pela mudanca na expressdo das moléculas de adesédo
na superficie celular e sua subsequente migracéo para o tecido é essencial para a dindmica de
desenvolvimento da lesdo durante a infeccdo por Leishmania (TUON et al.; 2008; SANTOS
et.al., 2013). Os nossos dados mostraram células T CD4" e CD8"VB12 com expresséo alta das
integrinas LFA-1 (CD11a/CD18), VLA-4 (CD29/CD49d) do sangue periférico de pacientes

com LCL quando comparado aos controles saudaveis. Estudos também tem demostrado a
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importancia dessa ligacdo das células T ao endotélio, através das moléculas de adesdo LFA-1 e
VLA-4, para reativacdo das células T de memoria e efetoras (CHOI et al., 2004; SAGE et al.,
2012; CARMAN; MARTINELLI, 2015). Ao que parece, a expressdo da molécula LFA-1 nas
células T e sua ligacdo com o CD54, presente em macrofagos, seja uma via indutora para a
producdo de IFN-y. (MENDES-AGUIAR, et al., 2009).

Outra molécula avaliada que reforcou a idéia do enderecamento das células T CD4" e
CD8*VB12 para local da lesdo foi a expressdo da molécula CD62L. Segundo Scott (2005), a
diminuicdo na expressdo do marcador CD62L nas células do sangue periférico dos pacientes
sugere a predominancia de células com enderecamento para os tecidos ndo linfoides, e essa
expressao do CD62L é regulada de forma negativa nas células T de memoria efetora. As células
T CD4* e CD8*VB12 dos pacientes com LCL apresentaram um perfil de expressio CD62L'*W
quando comparado aos controles que apresentaram um perfil CD62L"'9", Desta forma, 0s nossos
dados apontam para a presenca de uma populacdo de células T CD4" e T CD8" que apds o
reconhecimento de antigenos de Leishmania modula negativamente a expressdo desse
marcador, sugerindo um fenotipo de células de memoria. Dados da literatura demonstram que
a populagio CD62L"9" sdo células naive ou de memoria central. Estas circulam entre tecidos
linfoides enquanto a populagio CD62L'" sdo células efetoras ou de memoria efetora, eficientes
na secrecdo de citocinas no local da infeccdo. Células T CD4" de memodria central podem
adquirir um fendtipo efetor depois da proliferacdo no linfonodo drenante para aumentar a
imunidade protetora ou podem migrar para o local da infecgdo para manter a intensidade da
resposta. (ZAPH et al., 2004; COLPITTS; DALTON; SCOTT, 2009; PETERS et al., 2014).
Baseado no nosso resultado da expressdo do CD62L nas células T CD4" e CD8"VB12 e nas
moléculas usados para a caracterizacdo de memoria encontrados na literatura montamos trés
painéis. O objetivo de usar trés painéis para a definicao fenotipica do clone V12 foi confirmar

se diferentes conjuntos de moléculas seriam capazes de manter a caracterizacao celular.

Para os trés painéis de caracterizacdo celular (naive/efetora/memdria) os pacientes
apresentaram um perfil predominantemente de células efetoras (CD45RACCR7; CCRT7
CD45R0O*CD28"; CD45ROCD27") para as células T CD4" VB12 e sua frequéncia tem uma
correlagdo positiva, estatisticamente significante, com o tamanho da lesdo. Nossos achados
corroboram com os dados da literatura, onde os estudos vém demostrando que pacientes com
LCL, causada por L. braziliensis, apresentam grande frequéncia das células T CD4" efetoras
como a principal fonte de IFN-y e TNF, tanto sangue periférico quanto nas em lesdes (FARIA
et al, 2005; GAZE et al., 2006; SANTOS et. al., 2013). Em relacéo das células T CD8*VB12
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encontramos predominio das células de memoria efetora (CD45RA'CCR7-; CCR7° CD45RO"
CD28; CD45RO" CD27°) e sua frequéncia tem uma correlacdo positiva, estatisticamente
significante, com o tamanho da lesdo. As células T CD8 parecem estar diretamente relacionadas
com a destruicdo das células infectadas, ndo so através de uma atividade citotdxica por meio da
secrecdo de granulos citotdxicos, mas também através da producédo de IFN-y e TNF. No entanto
h& uma controvérsia pertencente ao papel benéfico ou prejudicial e a0 momento de atuacdo
destas células (BARRAL-NETTO et al., 1995; BERTHO et al., 2000; BOUSOFFARA et al.,
2004; CARDQOSO et al., 2015).

Estudos com CMSP de pacientes com LCL, apds estimulagdo com SLA ou 0 parasito vivo,
mostraram que a frequéncia de células T naive diminue enquanto a frequéncia de células T ME
aumenta significativamente. O fenotipo de memoria central apresenta alta capacidade
proliferativa nos pacientes com elevada produgdo de IL-2 enquanto as células de memdria
efetora apesentam maior producéo de IFN-y. Essas observagdes estavam presentes em pacientes
com leséo ativa ou curados quando comparado aos controles (KHAMESIPOUR et al., 2012;
CARVALHO et al., 2013; KESHAVARZ et al., 2013).

A caracterizagdo do clone VB12 nos trés painéis, manteve o fenotipo das células CD4*, como
células efetoras e células CD8", como células de memoria efetora. No entanto, foi observado
no terceito painel, pequena diminuicdo na frequéncia das células T CD4* VB12 efetoras, que
pode ser justifica pela diminui¢do, inicialmente da expressdo do CD27 e sé numa fase posterior
adiminuicdo do CD28 (AMYES et al., 2003, VAN LEEUWEN et al., 2004). A auséncia CCR7,
importante marcador de enderegamento, pode ser um outro ponto que contribuiu para a
diminuicdo na média de frequéncia das células naive e efetoras, nas células T CD4* VB12, no
terceiro painel. O CCR7 ¢ considerado pela literatura um importante marcador para
imunofenotipagem das células naive/efetora/memoria (DI MITRI et al, 2011; COMERFORD
et al, 2013; PEREIRA-CARVALHO et al, 2013; KESHAVARZ et al., 2013).

O envolvimento das células T em resposta a um antigeno especifico pode ser avaliado a partir
de ensaios de expansdo celular, onde a estimulacdo antigénica reflete na expansdo de
subpopulacdes especificas. Nossos dados, in vitro, mostraram que o clone VB12, tanto em CD4*
quanto CD8", apresentou expansdo em resposta a estimulagdo antigénica, o que reforga a nossa
idéia do seu envolvimento na resposta contra Leishmania (CLARENCIO, et al., 2006; KESSEN
et al., 2011). Mostramos que células T CD4* VB12 séo predominantemente marcadas apenas
para INF-y, sendo também a maior produtora quando comparada as células T CD8" V12
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(ANTONELLI et al., 2005; MEYMANDI et al., 2009; SANTOS et al., 2014). No estudo de
Claréncio e colaboradores, em 2006, foi demonstrado proliferacdo dessas células quando
estimuladas com SLA e uma correlacéo positiva entre sua expansdo e a producdo rapida de
IFN-y, em células de pacientes com LCL quando imunizados com antigeno de Leishmania
amazonensis. Esse resultado sugere existir uma resposta dominante comum entre a Leishmania
braziliensis e amazonenses, decorrente da expansdo de uma subpopulacdo semelhante de
celulas T. No entanto, no estudo de Kessen e colaboradores, em 2011, foi demonstrado um
outro clone como célula ativa durante a resposta imune. Nesse estudo, CMSP de pacientes com
LCL quando estimulados com SLA, apresentaram expansao do clone V5.2, em células CD4",
fenotipicamente caracterizadas como célula de memdria ativada e produtoras de INF-y, TNF e

IL10. Isso reforca da ideia da resposta oligoclonal durante a infeccdo por Leishmania.

Atualmente, a resposta Thl é a resposta mais relevante para protecdo contra parasitas
intracelulares, como a Leihsmania. No entanto, evidéncias demonstram que a producdo elevada
de IFN-y e TNF esta associada com o aumento da reacdo inflamatoria e desenvolvimento de
Ulceras cutaneas. Estudos demonstraram que pacientes com LCL, causada por L. braziliensis,
apresentam mecanismos eficazes de eliminacdo dos parasitas e controle da resposta
inflamatoria exacerbada, através do equilibrio entre a resposta Thl e Th2 (IL-10), associado a
cicatrizacao das lesdes (CARVALHO etal, 2012; SANTOS; BRODSKYN, 2014). A qualidade
de uma resposta imune Thl tem sido relacionada com o processo de diferenciacdo baseado na
producdo de trés citocinas: IL-2, IFN-y, e TNF-a. Usamos esse perfil de citocinas para avaliar
a capacidade de producdo das células T CD4" e CD8" VB12 e assim determinar a qualidade
funcional destas células. O resultado apresentado sobre a marcacdo da citocina IL-2, ndo foi
esperado, uma vez que, em ensaios in vitro com SLA, as células T VP12 apresentaram
expansao, ou seja, proliferacdo. A citocina IL-2 possui acdo autdcrina e paracrina no processo
de proliferacdo célular. Essa acdo paracrina, juntamente com a resposta oligoclonal apresentada
pela imunidade celular contra a Leishmania, poderia justificar as nossas células ndo terem sido
marcadas para IL-2. No entanto, a populacdo VB12" que representam os outros clones também
ndo foi marcada. Esse fato pode ser justificado pela cinética utilizada de 48h para dosagem das

citocinas. A dosagem de IL-2 dev ser priorizada em tempos iniciais da cultura celular.

Estudos tem demonstrado a predominancia das células T CD4" para a produgdo de IFN-y, no
entanto é descrito uma subpopulagdo com perfil multifuncional. Esse perfil varia para a
producéo simultanea de IFN-y/TNF ou IL-2/IFN-y/TNF. Estudos tem associado a presenga das

células T CD4" multifuncionais a capacidade do paciente em gerar uma resposta protetora de
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longa duragcéo (DARRAH et al., 2007; MACEDO et al., 2012; DE LUCA, 2016). Apesar da
presen¢a de uma subpopulacdo T CD4" VB12 produtora de IFN-y/TNF simultaneamente, sua
frequéncia é muito pequena para sugerir um papel protetor. No entanto, as células T CD4"
VB12 apresentaram grande capacidade na producdo do IFN-y, caracterizando o fendtipo de acédo

efetora inflamatoria.

Em relacdo a participacdo das células T CD8", durante a resposta inume contra a Leishmaia,
ainda € controversa. O recrutamento mais tardio para o local da lesdo, o aumento da producéo
de IL-10 apds estimulo com SLA, sugerem sua participa¢do no controle da resposta inflamatoria
e no processo de cicatrizagdo (FARIA et al., 2005; DA-CRUZ et al., 2005). Enretanto, estudos
tem demonstrado a sua participagao na secre¢do de citocinas, como IFN-y e TNF contribuindo
para a eliminacdo do parasito e manutencao da lesio (MACHADO, 2002; DANTAS et al.,
2013; CARDOSO et al., 2015). Nosso estudo, em pacientes com LCL, as células T CD8* V12,
expandidas durante o estimulo com LCL, apresentaram producdo semelhante de IFN-y e TNF.
Ferraz e colaboradores demonstraram que o clone VP22, para a populacdo CD8", com fen6tipo
de células de memdria possui uma correlacdo positiva com o tamanho da lesdo, sugerindo a
oligoclonalidade para a resposta contra a Leishmania, também em relacdo as células T CD8".

No entanto, os autores ndo avaliaram o perfil funcional da célula.

A resposta de longa duracdo para manutencdo da lesdo, durante o curso de uma infeccdo, é
determinada pela presenca das células de memoria, sendo estas as principais responsaveis pela
producdo simultanea de citocinas. As células de memoria efetora apresentam um perfil duplo
positivo para a producdo de IFN-y/TNF, enquanto as células de memoria central sdo produtoras
simultaneas de IL-2/IFN-y/TNF, atendendo a capacidade de proliferacdo celular (PEREIRA-
CARVALHO et al, 2013; THOME; FABER, 2015). Baseado na analise multiparamétrica para
avaliacdo do potencial funcional da célula, uma subpopulacéo células T CD8" V12, apresentou
marcacdo simultanea para IFN-y e TNF. Dados da literatura tem demonstrado que pacientes
subclinicos apresentam niveis menores na producdo de INF e TNF através das células T CD8",
quando comparados aos pacientes com lesdo ativa (KHAMESIPOUR et al., 2012). Além disso,
o tratamento com bloqueadores de TNF diminuiu a frequéncia de células T CD8 produtoras de
citocinas inflamatorias, como INF-y e TNF (OLIVEIRA et al., 2011). Esses dados reforcam a
nossa ideia de contribuicdo das células T CD8" VB12 de memoria efetora serem as responsaveis

pela frequéncia de células T CD8* VB12 que foram duplo positivo para a producao IFN-y/TNF.

Para suprir algumas lacunas deixadas no presente estudo pretendemos avaliar 0s aspectos

histopatoldgicos (caracteristicas inflamatorias e a presenca de necrose) e tempo de cura das
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lesbes dos pacientes estudados associando com a frequéncia das células T VB12. Como

perspectiva propomos fechar um protocolo para caracterizar as celulas T VB12 na biopsia dos

pacientes com LCL sintomaticos e subclinicos, seja por citometria ou imunohistoquimica.

Ensaios in vitro para avaliar a expansao das células T CD4* VB12 efetoras e T CD8" VB12 de

memoria efetora e sua contribuicdo na destruicdo do parasita através da carga parasitaria em

macrofagos.

8. SUMARIO
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Figura 24: Modelo proposto para a caracterizacao fenotipica e funcional das células T CD4* e CD8* VB12 durante
a resposta imune em paciemtes com LCL. Desenho esquematico sumarizando caracterizagéo fenotipica e funcional
das células T CD4* (A) e CD8* (B) VP12 na resposta imune em paciente com Leishmaniose Cutinea Localizada. As
células T VB12 ativadas com expressdo das moléculas de adesdo para enderecamento tecidual, sendo as células T CD4*
com fendtipo de célula efetora e as T CD8* com caracteristica de memoria efetora. Funcionalmente com potencial para
a eliminagdo e manutencédo da lesdo atraves da secrecdo de IFN-y e TNF.
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9. CONCLUSAO

Os dados apresentados confirmam a nossa hipotese do papel fenotipico e funcional
caracteristico de células de memoria em pacientes com Leishmaniose Cutdnea Localizada
apenas para as células T CD8* VB12. A populacdo T CD4* VB12 sdo fenotipicamente células
efetoras, ativadas e produtoras de IFN-y. Enquanto as T CD8" V12 sao fenotipicamente células

de memodria efetora, ativadas e produtoras de INF-y e TNF.

Sugerimos que o clone VB12 contribui para a resposta inflamatéria através producdo de IFN-y
e TNF, assim como para manutencéo da lesdo devido a presenca das células T CD8* de memdria

efetora e capacidade de producdo simultanea de IFN-y ¢ TNF.
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11. ANEXOS

ANEXO I: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu , fui informado que este estudo é uma
pesquisa e que seu objetivo é caracterizar células T CD4 e CD8 Vp na leishmaniose cutanea
localizada. A parte neste estudo prece a doacdo de sangue e bidpsia tecidual, a que serei
submetido.

Os resultados deste estudo serdo discutidos comigo e considerados confidencias. Os resultados
divulgados na forma de comunicacéo cientifica, ndo permitindo a identificacdo individual dos
participantes.

Dr. discutiu comigo esta informacéo e se
colocou a disposicdo para responder. Se eu tiver novas perguntas poderei contata-lo pelo
telefone

Minha participacdo nesse estudo € inteiramente voluntaria e sou livre para me recusar a
participar do estudo, sem afetar os cuidados médicos que devo receber. Recebi uma copia deste
formulario e tive oportunidade de ler com cuidado.

Pelo presente, consisto em voluntariamente em participar deste estudo, permitindo que os
procedimentos descritos acima sejam realizados em mim.

Ass. Voluntario

Data: [/ [/
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ANEXO [I: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
MENORES DE IDADE

Eu ,  representante  legaldo  menor
, fui informado que este estudo é uma
pesquisa e que seu objetivo é caracterizar células T CD4 e CD8 V[ na leishmaniose cutanea
localizada. A parte neste estudo prece a doacdo de sangue e bidpsia tecidual, a que serei
submetido.

Os resultados deste estudo serdo discutidos comigo e considerados confidencias. Os resultados
divulgados na forma de comunicacéo cientifica, ndo permitindo a identificacdo individual dos
participantes.

Dr. discutiu comigo esta informacéo e se
colocou a disposicdo para responder. Se eu tiver novas perguntas poderei contata-lo pelo
telefone

Minha participacdo nesse estudo é inteiramente voluntaria e sou livre para me recusar a
participar do estudo, sem afetar os cuidados médicos que devo receber. Recebi uma copia deste
formulério e tive oportunidade de ler com cuidado.

Pelo presente, consisto em voluntariamente em participar deste estudo, permitindo que os
procedimentos descritos acima sejam realizados em mim.

Ass. Do Representante legal

Ass. Voluntario menor

Data: [/ |/



