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RESUMO

A evolucgao clinica da leishmaniose cutanea (LC) depende da interag&o entre a espécie
de Leishmania infectante e a resposta imune celular do hospedeiro, a qual ocorre
através das funcdes efetoras dos linfocitos T. Embora os linfocitos T CD8" sejam
importantes nessa resposta, seu papel na LC ainda € controverso. Sua fungao
citotoxica tem sido relacionada tanto a protecdo e regressdo da lesdo, quanto a
manutencdo da infeccdo e dano tecidual. No entanto, outras populacdes celulares,
como as células natural killer (NK), células natural killer-T (NKT), linfécitos T CD4*,
linfécitos T duplo-negativos (DN) e linfocitos T duplo-positivos (DP) apresentam um
potencial citotoxico, e pouco é conhecido a respeito da fungdo destas células na
imunopatogenia da LC. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar o papel
dos linfécitos T CD8* efetores e da citotoxicidade, a fim de tragcar um perfil imunolégico
na doenca ativa e no desenvolvimento para a cura clinica de pacientes de LC. A partir
de amostras de sangue de pacientes infectados por L. braziliensis, obtidas antes,
durante e apds o tratamento com Glucantime®, foi avaliado, através de ensaios ex vivo
e in vitro, se os linfécitos T CD8" efetores e a apoptose destas células estavam
envolvidos no processo de cura. Também foram avaliados se os linfocitos T CD8" e as
células NK, NKT, linfécitos T CD4*, linfécitos T DN, obtidos de pacientes antes, durante
e apos a terapia antimonial, produziriam perforina e IFN-« quando estimulados in vitro
com antigenos de L. braziliensis. Ainda, avaliamos a distribuicdo e o comprometimento
destas populagdes celulares numa resposta citotoxica e a concentragdo de granzima
B, IFN- = e TNF nas lesdes. A citometria de fluxo foi a técnica utilizada em todos os
ensaios. Nossos resultados reforcam o papel crucial dos linfocitos T CD8* na
imunopatogenia da LC, mostrando que a indugéo de apoptose destas células, a indugéo
de células efetoras, a modulacao da citotoxicidade e a indugdo da producao de IFN- -
sdo eventos criticos no desenvolvimento da resposta protetora. A citotoxicidade
mostrou-se como um fendmeno imunomodulador associado ao dano tecidual. As
células NKT e os linfécitos DN parecem contribuir para a intensidade da atividade
citotéxica observada nas lesbes de LC, enquanto os linfécitos T CD8" citotoxicos
parecem exercer pouca influéncia. Por fim, enquanto a evolugéo para a cura envolve a
moderacgao da resposta citotdxica dos linfocitos T CD8" e das células NKT, os linfocitos
T DN citotéxicos apresentam baixas frequéncias nos pacientes que apresentam cura
clinica, sugerindo que um processo de inibicao destes linfocitos T DN esteja associado
a cura. Este trabalho abre caminho para uma visdo mais ampla da citotoxicidade como
fendbmeno imunomodulador, o qual pode ser exercido por populagdes distintas na LC e
mostra a importancia destas células como promissores alvos para estudos terapéuticos
e vacinais.

Palavras-Chave: Leishmaniose cutanea, Linfécitos T CD8*, apoptose, citoxicidade,
Leishmania braziliensis, pacientes durante o tratamento, citometria de fluxo, linfocitos T duplo-
negativos, células NKT.



ABSTRACT

The clinical course of cutaneous Leishmaniasis (CL) depends on the interaction
between the infective Leishmania specie and cellular immune response, which occurs
through T lymphocyte-effector functions. Although CD8* T lymphocytes are important in
this response, there is a controversy about their role. The cytotoxic function of these
cells have been related to both protection and healing of lesion; and to maintenance of
infection and tissue damage. Besides, other cells such as natural killer (NK), T natural
killer (NKT), CD4* T Ilymphocytes, double-negative T lymphocytes (DN), and double-
positive T lymphocytes (DP) have a cytotoxic potential, and little is known about their
function on immunopatogenesis of CL.Thus, our aim was to investigate the role of
effector CD8" T-lymphocyte and other cytotoxic-potentially cells in the cytotoxicity and
to identify an immunological profile in active disease and on the development to clinical
cure of CL patient.Based on blood samples from patients infected with L. braziliensis,
obtained before, during and after Glucantime therapy, we evaluated, through ex vivo
and in vitro assays, whether effector CD8" T-lymphocyte and apoptosis were committed
to healing process. We also evaluated if CD8" T lymphocytes, NK and NKT cells, CD4*
T lymphocytes, DP and DN T lymphocytes obtained from patients before, during and
after treatment produce perforin and IFN--»when stimulated with L. braziliensis antigens.
Furthermore, we evaluated the distribution and commitment of these cell subsets in a
cytotoxic immune response and the granzyme B, IFN- « and TNF concentrations at
lesion environment. All assays were performed using flow cytometry.Our results
reinforces the key role of CD8" T lymphocytes in immunopatogenesis of CL, showing
that the high frequencies of apoptotic-CD8" T lymphocytes, the induction of effector
cells, the modulation of cytotoxicity and the induction of IFN-« production are critical
events in the development of protective immune response. The NKT cells and DN T
lymphocytes seems to contribute to the intensity of cytotoxic activity observed in CL
lesion, while the CD8" T lymphocytes seems to exert a poor influency. Finally, while
the progression to healing involve the modulation of cytotoxic response of CD8" T
lymphocytes and of NKT cells, clinically cured patients showed low frequencies of
cytotoxic DN cells, suggesting a inhibitory process associated to healing. This work open
mind for a broader view of cytotoxicity as an immunomodulatory phenomenon, which
could be played by distinct cell populations in CL and highlights the importance of these
cell populations as promising target for therapeutic and vaccine studies.

Key words: Cutaneous Leishmaniasis, CD8" T lymphocytes, apoptosis, cytotoxicity,
Leishmania braziliensis, patients during treatment, flow cytometry, double-negative T
lymphocytes, NKT cells.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia das Leishmanioses

As leishmanioses constituem um grupo de doengas causadas por protozoarios de
diferentes espécies do género Leishmania, os quais sao transmitidos de forma vetorial
por flebotomineos. Segundo a Organizagao Mundial de Saude (OMS) as leishmanioses
estdo entre as seis doencas tropicais de maior importancia para a saude publica e estao
inseridas no grupo das doengas negligenciadas. A doenga esta amplamente distribuida,
atingindo 98 paises, principalmente aqueles situados em regides tropicais e
subtropicais, totalizando uma incidéncia anual estimada entre 0,7 e 1 milhdo de casos
de leishmaniose tegumentar Americana (LTA) e entre 200 e 400 mil casos de
leishmaniose visceral (LV) (Alvar et al., 2012; SVS, 2010).

O homem e outros mamiferos, como os caes e roedores silvestres, representam
os hospedeiros vertebrados da Leishmania, enquanto as fémeas (hematofagas) de
flebotomineos s&o os vetores da doencga. Estes insetos (Ordem: Diptera; Familia:
Psychodidae) pertencem a subfamilia Phlebotominae e podem ser do género
Lutzomyia no Novo Mundo ou do género Phlebotomus no Velho Mundo (Lainson, 1983;
Rangel and Lainson, 2009; Rey, 2008). Apesar das 500 espécies de flebotomineos ja
identificadas, somente 40 participam do ciclo da Leishmania como vetores (Grimaldi &
Tesh, 1993; Rocha et al, 2010). Poucas espécies s&o responsaveis pela transmissao
dos agentes infecciosos das leishmanioses, indicando que as espécies de Leishmania
parecem ter preferéncia por espécies particulares de flebotomineos (Rangel & Lainson,
2009). As leishmanioses caracterizam-se por apresentar um amplo espectro de
manifestagdes clinicas que podem ser divididae em LV e leishmaniose tegumentar (LT),
de acordo com o tropismo do parasito (Lainson 1983; Grimaldi & Tesh 1993).

Atualmente a leishmaniose é considerada uma antropozoonose. Entretanto,
historicamente esta doencga constitui uma zoonose tipica, com reservatorios silvestres
e vetores bem definidos, enquanto os humanos assumem o papel de hospedeiros
acidentais. A forma tegumentar da doenca ja foi descrita em animais como céaes, gatos
e cavalos (Aguilar et al., 1989; Mancianti, 2004). Como as altas taxas de infecgdo nestes
animais acompanham o aumento das infecgbes no ambiente doméstico, acredita-se
que os mesmos atuem como reservatorios desta doenga (Reithiger & Davis, 1999).
Além disso, com o crescimento populacional, a urbanizagdo, as mudangas ambientais,
a devastacao de florestas e a adaptagao do vetor ao ambiente peridomiciliar, 0 homem

passou a fazer parte do ciclo. Assim, a infecgao tem ocorrido em areas peridomiciliares
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e até domiciliares, onde a adaptacao do vetor permite a transmissédo do parasito para
animais domeésticos e para o homem, fazendo com que a probabilidade da infecgéo
seja semelhante aquela observada para a populagédo de risco, ndo importando faixa
etaria, sexo ou atividade profissional (SVS, 2010).

A forma tegumentar € observada desde o Sul dos Estados Unidos (Texas) até o
norte da Argentina, alcangando maior importancia no Peru e no Brasil, onde apresenta
ampla distribuig&do por todo o territorio nacional. No Brasil, no periodo entre 1985 e 2005
foi verificada uma média anual de aproximadamente 30.000 casos registrados (SVS,
2010).

1.2 Leishmaniose Tegumentar Americana

O termo leishmaniose tegumentar refere-se a infecgdo por Leishmania que afeta
a pele e mucosas. A leishmaniose tegumentar do Novo Mundo ou a leishmaniose
tegumentar Americana (LTA) é uma doenga que pode apresentar diferentes desfechos
clinicos, sendo o grau de acometimento tecidual diretamente relacionado aos
mecanismos patogénicos resultantes da interagdo entre o parasito, o vetor e o
hospedeiro. Sendo assim, as multiplas formas de apresentacao clinica dependem da
espécie de Leishmania; da resposta imune e das caracteristicas genéticas do
hospedeiro humano; e da espécie do inseto vetor envolvida na transmisséo do parasito
(Kevric et al., 2015).

O Brasil € um dos dez paises com maior incidéncia de leishmaniose cutanea (LC),
sendo a maioria dos casos causada pela espécie Leishmania (Viannia) braziliensis,
incluindo também a L. (Leishmania) amazonensis e L. (V.) guyanensis (Alvar et al.,
2012; Da-Cruz and Pirmez, 2005). No entanto, a ocorréncia de casos causados por
espeécies como a L. naiffi, tem aumentado na regido Amazoénica (Figueira et al, 2014).
Com a expansao geograficada LTA, durante a década de 1980, a doenca foi assinalada
em 19 estados brasileiros e, em 2003, foi confirmada a autoctonia nos 27 estados do
pais. Apesar da ampla dispersdo no territério nacional ha intensa concentragdo de
casos em determinadas areas, principalmente nas regides Norte e Nordeste, enquanto
gue em outras, os casos apresentam-se isolados. A doencga € incidente na Amazoénia;
na Bahia; em Minas Gerais, na regido do Triangulo Mineiro e nas regides proximas a
bacia do rio Mucuri e do rio Doce; em S&o Paulo, na regido sul que abrange a area de
Mata Atlantica; bem como nos estados do Espirito Santo; Mato Grosso do Sul e Goias.
No estado do Rio de Janeiro, 0 maior nimero de casos ocorre nos municipios de
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Mesquita; Paraty; Ilha Grande; Paracambi e na propria capital, onde a L.braziliensis &
a espécie responsavel pela grande maioria dos casos (de Oliveira-Neto et al. 2000; Da-
Cruz & Pirmez 2005; Vieira-Gongalves et al. 2008; Rangel & Lainson 2009).

A LTA apresenta um amplo espectro de manifestagdes clinicas, sendo o grau de
acometimento tecidual diretamente relacionado aos mecanismos patogénicos que se
estabelecem em decorréncia da espécie do parsito e da interacdo entre o parasito e o

hospedeiro humano.

1.3 LTA causada por Leishmania braziliensis

A maioria dos pacientes de LTA apresenta a forma cutédnea da doenca e cerca de
5% dos pacientes de LC, causada pela L. braziliensis, evoluem para a forma mucosa.
Esta é uma forma mais grave, caracterizada por lesdes destrutivas na cavidade oral e
nasofaringea, que ocorre, sobretudo, na infeccdo por L. braziliensis. Em geral, as
lesbes de leishmaniose mucosa (LM) s&do mais resistentes ao tratamento, exigindo
doses maiores de drogas e recidivando com mais frequéncia que a forma cutanea
(Amato et al., 2009; Reithinger et al., 2007). A infecgao por L.braziliensis também pode
ocorrer de forma assintomatica ou subclinica, mostrando que as populagdes expostas
ao parasito podem ser infectadas sem desenvolver a doenga (Amato et al., 2008; de
Oliveira-Neto et al., 2000; Guerra et al., 2015; Jirmanus et al., 2012; Marsden, 1986;
Souza et al., 1992).

A LC é caracterizada pelo desenvolvimento de les&o ulcerada unica ou lesdes
multiplas na pele, restritas ao(s) local(ais) de inoculagdo, geralmente em regides do
corpo expostas ao inseto vetor e apresentam baixa carga parasitaria. A les&o aparece
com um eritema e avancga para uma papula ou nédulo com bordas elevadas, formando
uma ulcera centralizada (Reithinger et al., 2007; Silveira et al., 2009). A doenga evolui
de forma cronica e usualmente a lesao cicatriza quando os pacientes recebem a terapia
recomendada pelo Ministério da Saude, podendo ainda ser curada de forma
espontanea (Marsden et al. 1984; SVS 2010).

1.4 Diagnostico e Tratamento da Leishmaniose Cutanea

O diagnoéstico da LC é clinico, epidemiolégico e laboratorial. E baseado na

aparéncia e localizagdo das lesdes e na epidemiologia, principalmente quando o
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paciente tem procedéncia de area endémica ou visitou areas onde ha ou houve casos

de leishmaniose.

O [padrao ourol lde diagnodstico da leishmaniose é realizado através de métodos
diretos de isolamento e identificacdo do parasito (SVS, 2010). Atualmene, o método
molecular mais utilizado para a deteccdo de Leishmania e distincdo das diferentes
espécies, € a reagdao em cadeia de polimerase (polymerase chain reaction [ PCR)
através da amplificagado de segmentos génicos especificos do protozoario (Graga et al.,
2012).

A intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) é uma forma indireta de diagndstico
laboratorial baseado na mensuragdo da resposta imune celular com a injegéao
intradérmica de antigenos do parasito. O resultado é avaliado entre 48 e 72 horas,
sendo consideradas positivas as reagdes com area de enduragdo maior ou igual a
5mm. Pacientes de LM usualmente apresentam resposta exacerbada, com varios
centimetros de enduracdo, enquanto nos pacientes com a forma difusa a reacgao
costuma ser negativa e nos pacientes de LC a resposta é moderada. Este método
indireto complementa o diagndstico clinico-epidemioldgico (SVS, 2010; Vega-Lopez,
2003).

Ha seis décadas os antimoniais pentavalentes tém sido recomendados como a
droga de primeira escolha no tratamento das leishmanioses, sendo que no Brasil o mais
utilizado é o antimonial pentavalente N-metil glucamina (Glucantime ® Rhodia)
(Herwaldt, 1999; Oliveira et al., 2011). Este medicamento é preconizado pelo Ministério
da Saude para o tratamento da LTA e pode ser administrado via intramuscular ou
intravenosa. Em casos de contra indicacdo, resisténcia ou intolerancia, utiliza-se como
opgdes terapéuticas de segunda linha o isotionato de pentamididina ou a anfotericina
B. Para o tratamento da LC recomenda-se a administracdo de 10-20mg/Kg/dia do
antimonial pentavalente durante 20 dias, e para LM 20mg/Kg/dia durante 30 dias. Caso
haja lesao cuténea persistente ou reativagao apés 90 dias de acompanhamento clinico,
uma nova série do tratamento deve ser repetida (SVS, 2010).

O antiménio pentavelente € uma droga leishmanicida e, para exercer sua fungao
anti-Leishmania, sabe-se que esta deve alcangar as amastigotas intracelulares e que o
medicamento exerce efeitos sobre a reposta imunoldgica. No entanto, os mecanismos
de acédo do antiménio ndo foram completamente elucidados (Ouellette et al., 2004;
Santos et al., 2008).
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Na maioria dos casos o tratamento com antimoniais € efetivo, apresentando taxa
de cura entre 60 e 100%, embora faltem estudos controlados utilizando diferentes
posologias das drogas empregas. No Rio de Janeiro, o numero de individuos que n&o
respondem ao tratamento € reduzido, o que parece estar relacionado a susceptibilidade
da L.braziliensis encontrada neste Estado ao medicamento (Azeredo-Coutinho et al.,
2007). No Instituto Nacional de Infectologia (INlI) da Fiocruz, onde os pacientes
estudados no presente trabalho sdo atendidos e acompanhados clinicamente, a taxa
de insucesso no primeiro esquema terapéutico foi de 11% e menos de 2% do total de
casos preencheram os critérios de falha terapéutica do Ministério da Saude entre os
anos 1999 e 2009 (Nascimento, 2009). Em outras regides do Brasil, os percentuais de
falha terapéutica relatados podem chegar a 47% (Machado et al. 2002a; Rojas et al.
2006).

A eficacia do tratamento esbarra nas desvantagens do medicamento devido
principalmente a sua alta toxicidade, podendo desencadear efeitos adversos como
nausea, dor abdominal, pancreatite, disturbios intestinais, cefaléia, alteragcbes
cardiacas e hepaticas, e insuficiéncia renal aguda; além da necessidade de aplicagdes
diarias por pelo menos 20 dias. Por conta destas desvantagens, na década de 90 foram
realizados alguns ensaios clinicos utilizando baixas doses de antimonio, os quais foram
eficazes e levaram a cura clinica da doenga, até mesmo das formas mais graves e mais
dificeis de serem tratadas (Oliveira Neto et al. 1996; Oliveira-Neto et al. 1997; Oliveira
et al. 2011). Sendo assim, tem-se buscado esquemas terapéuticos alternativos e doses
menores para o uso de antimoniais com o objetivo de obter resultados satisfatorios, em
casos de resisténcia a dosagem recomendada, e de minimizar os efeitos colaterais (de
Oliveira-Neto and Mattos, 2006; Oliveira-Neto et al., 2000). Recentemente foi
demonstrado que pacientes provenientes do Estado do Rio de Janeiro, apds 10 anos
do tratamento com baixas doses de antiménio permaneciam curados, sem episodios
de recidiva ou acometimento secundario de mucosas (Vieira-Gongalves et al., 2015).
Embora os regimes terapéuticos alternativos, com baixa dose de antiménio ainda n&o
facam parte das orientagdes do MS, o Novo Manual de Leishmaniose apresenta uma

nota recomendando a dose baixa para situacoes especificas.

1.5 A Cura na Leishmaniose Cutanea

Por conta da remissao das lesdes apos o tratamento especifico nem sempre ser

definitiva e pela persisténcia do parasito apos a cicatrizagao da lesdo, o critério de
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cura na LTA é apenas clinico (Mendonga et al., 2004; Schubach et al., 1998). Os
pacientes de LC sao considerados clinicamente curados quando ha reepitelizacéao
total das lesdes ulceradas ou ndo ulceradas e regresséo total do infiltrado e do eritema

até trés meses apods o tratamento.

O processo de cicatrizacdo € lento e se caracteriza pela persisténcia do infiltrado
inflamatorio e de parasitos no tecido por longos periodos ap6s a cura (Morgado et al.,
2010; Schubach et al., 1998). As lesdes cicatrizadas em geral séo lisas, brilhantes e
finas com dimensdes que correspondem aos limites da ulcera (Marsden et al., 1984;
SVS, 2010).

A persisténcia parasitaria apds cicatrizacdo da lesao permite que o sistema imune
seja constantemente estimulado mantendo assim o pool de células efetoras especificas
aos antigenos de Leishmania (Coutinho et al., 2002; Gollob et al., 2005; Okwor and
Uzonna, 2008; Schubach et al., 1998). Entretanto, alguns casos evoluem para
reativacdo da infecgao, geralmente com novas lesdes nos bordos da cicatriz, conhecida
como leishmaniose recidiva cutis (Oliveira-Neto et al., 1998). De fato, apenas 5% dos
individuos curados de LC desenvolvem uma nova lesdo no futuro (Jirmanus et al.,
2012), indicando que na LT a maioria dos individuos adquirem imunidade duradoura
ap6s a cicatrizagcado da lesdo. O tempo apds a cicatrizacdo da lesao parece ser
fundamental para a ocorréncia de um abrandamento das atividades imunes efetoras
especificas ao parasito, refletindo uma condicdo de equilibrio entre parasito e
hospedeiro (Gomes-Silva et al., 2014).

1.6 A Imunopatogénese da Leishmaniose Cutanea

Os parasitos do género Leishmania sao transmitidos durante o repasto
sanguineo do flebotomineo que regurgita as formas promastigotas na derme do
hospedeiro. Apos a invasao do parasito, o sistema imune inato da pele induz o
recrutamento de células inflamatérias para o sitio da lesdo, como neutrdfilos,
macrofagos e células dendriticas necessarios para a contengdo do parasito,
controlando sua disseminagdo, assim como uma ativagdo da resposta imune
adaptativa (Maurer et al., 2009). O estabelecimento, a evolugdo e a gravidade da
doenca sdo determinados pelo equilibrio entre a resposta imune do hospedeiro e a
capacidade de evasao do parasito, assim como sua adaptagcdo ao meio.
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Em estudos em modelo murino, a evolugao de les&o tecidual pode ser dividida em
duas fases: uma fase inicial, chamada de silenciosa, durante a qual ocorre o pico da
carga parasitaria na derme com auséncia de lesdo tecidual ou qualquer alteragéao
histopatologica. A segunda fase corresponde ao desenvolvimento da doenga e se
caracteriza por intensa inflamacao do tecido infectado e formacéo da lesédo, dando a
nogédo de que o dano tecidual € mediado por uma resposta imune inflamatéria e ndo
pela presenca do parasito por si s6 (Belkaid et al. 2000; Naik et al. 2012). Sabe-se que
o curso da doenga é determinado pela natureza e magnitude da resposta imune
orquestrada por linfécitos T especificos, as quais exercem um papel central no controle
da replicagao parasitaria e na destruicao tecidual (Silveira et al. 2009; Nylén & Eidsmo
2012).

A ativacéo de linfécitos T especificos aos antigenos de Leishmania resulta na
geragcdo de células efetoras e persisténcia de linfécitos T de memoria, os quais
parecem ser responsaveis pela prote¢cdo contra reativacdes ou reinfecgcoes. Neste
contexto, a distribuicdo e as caracteristicas funcionais de células efetoras que
participam da patogénese e do processo de cura clinica parecem ter relevante papel
no estabelecimento da doenca e controle da infecgcdo. Os mecanismos envolvidos na
geragao e manutengao das células envolvidas na resposta anti-Leishmania ainda n&o
estdo completamente elucidados e as dificuldades em definir os mecanismos
protetores e imunopatolégicos sdo as principais razdes por ainda ndo existir uma
vacina disponivel eficaz, assim como esquemas terapéuticos alternativos bem
estabelecidos. Assim, a identificagdo dos fenbmenos imunoldgicos associados a cura
e a protecdo continua sendo um desafio para a geragao de candidatos vacinais para
a leishmaniose humana e estudos estratégicos contribuiriam para uma melhor
compreensao do tema. Particularmente, a LC causada por L. braziliensis, cujo
prognaostico € beningo, representa um importante alvo de estudo da resposta imune
associada ao controle da infecg¢ao, visto que a maioria dos pacientes apresenta cura

clinica apos o tratamento.

Apesar de sabermos que a resposta imune pode ser um fator essencial para o
desfecho clinico da LC, ainda n&o est&o definidos quais seriam os fatores que levam
0s pacientes a curarem espontaneamente ou apds a terapia, o que leva os individuos
a desenvolverem a doenca ou permanecerem assintomaticos, e o que leva os
pacientes a se manterem curados, evoluirem para recidivas ou formas mucosas. Muito
conhecimento ja foi produzido quanto a estas questdes, no entanto ainda ndo estédo
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totalmente definidos quais os fatores que definem a dicotomia entre patogénese e

cura.

No modelo murino de LC produzida por L.major, foi bem estabelecido que a
resposta imune do tipo Th1, com predominancia de IFN-~e IL-12, leva a cura das lesdes
e protecao contra reinfecgdes, enquanto a resposta do tipo Th2, com predominancia de
IL-4, IL-5 e IL-10, produz doenga grave (Locksley et al. 1991; Sacks & Noben-Trauth
2002). Ja em humanos, a infecgado benigna induz uma resposta imune caracterizada
por um perfil misto de produg&o destas citocinas. Na LC ha predominancia da resposta
do tipo 1, com maior ativacdo de macréfagos e producédo de Oxido Nitrico (NO), mas
que também pode levar ao dano tecidual; enquanto que a resposta do tipo 2 é
importante para regular os efeitos inflamatorios podendo também favorecer a replicagéo
do parasito (Coutinho et al., 2002; Pirmez et al., 1993; Santiago et al., 2000a). A
dificuldade de resposta ao tratamento, como no caso da leishmaniose cutanea difusa
estaria relacionada ao desencadeamento de uma reposta imune predominante do tipo
2, enquanto na forma mucosa da doenga as duas respostas estariam exacerbadas e
seriam responsaveis pela gravidade da les&o (Da-Cruz et al. 1996; Brandonisio et al.
2001; Bacellar et al. 2002). Mais recentemente foi demonstrado que, em humanos, a
evolucdo para a cura ndo depende apenas do dominio de um dos perfis de resposta.
Além do balangco entre estes dois perfis, seria necessario a acdo de mecanismos
imunomodulatérios para se alcancar o equilibrio na relacdo parasito-hospedeiro e
consequentemente a cura da doenga (Gomes-Silva et al., 2007). Tal balango parece
ser mediado, entre outros fatores, pelas células T regulatorias (Treg), produtoras de IL-
10 e TGF-u+ Estas células podem contribuir para o agravamento da doenga inibindo a
destruicdo dos parasitos pelos macrofagos, os quais ndo responderiam aos estimulos
de IFN-~ e TNF-.s embora na LC, a presencga de células Treg venha sendo associada
a uma resposta imune controlada (Ding et al. 1990; Saha et al. 2007).

Além do paradigma Th1/Th2, ja foi descrita uma populagéo de linfocitos T CD4*
produtores de IL-17, denominada Th17, cuja funcdo efetora esta ligada a agao pro-
inflamatoria (Korn et al., 2007). Embora esta citocina seja associada ao aumento do
infiltrado inflamatorio nas lesdes de LC e LM, ainda existem poucos relatos sobre o
papel desta citocina na LTA, e a possivel associacdo entre a presencga das células Th17
e o desenvolvimento de diferentes formas clinicas ainda precisa ser esclarecida
(Bacellar et al. 2009; Anderson et al. 2009).
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Os linfocitos T CD4* sao os principais produtores de IFN-« (Santos et al., 2013) o
qual, juntamente com o TNF-us é responsavel por ativar macrofagos e controlar a
proliferagdo parasitaria nas fases iniciais da infecgdo por Leishmania. Entretanto, se
esta resposta inflamatoéria for muito intensa pode contribuir para um dano tecidual
(Bacellar et al., 2002). Apesar dos linfocitos T CD4* desempenharem um papel crucial
na resposta imune anti-Leishmania, através do reconhecimento de antigenos e
producao de citocinas, as fungdes dos linfécitos T CD8" também influénciam na
evolugdo da LC, embora o papel destas células na LC seja controverso.

1.7 Os Linfocitos T CD8* na Leishmaniose Cutanea

Os linfécitos T CD8* desempenham um papel fundamental na resposta imune
da LC (Brodskyn et al., 1997; Da-Cruz et al., 2005, 2002; Faria et al., 2009; Hernandez-
Ruiz et al., 2010a; Ruiz and Becker, 2007). Alguns autores demonstraram que 0s
linfécitos T CD8* poderiam contribuir tanto para um dano tecidual como para a
destruicdo parasitaria (Bousoffara et al., 2004; Cardoso et al., 2015; Esterre et al.,
1992; Faria et al., 2009; Nylén and Eidsmo, 2012). Em estudos em modelo murino, foi
sugerido que os linfocitos T CD8* tenham um papel protetor (Belkaid et al., 2002;
Uzonna et al., 2004). Trabalhos do nosso grupo sugerem que os linfocitos T CD8*
destruam macrofagos infectados levando a resolugao da infecgéo (S. G. Coutinho et
al., 1998; da Conceigao-Silva et al., 1994; Da-Cruz et al., 1994). Além disso, em lesbes
de LC de pacientes que evoluiram para a cura espontanea foi detectado um percentual
mais baixo de linfocitos T CD8* em apoptose, e portanto com maior sobrevida, do que
as lesdes tratadas com antimonial, sugerindo assim uma participagcédo destas células
na cura clinica, com provavel agao citotoxica ante as células infectadas (Bertho et al.,
2000). Por outro lado, foi observado que pacientes de LM apresentam atividade
citotéxica mais elevada de linfocitos T CD8*, especificos a Leishmania, contra
macrofagos infectados quando comparados com os pacientes de LC (Brodskyn et al.,
1997). Embora a importéncia das células T CD8" na reposta imune na infec¢ao por
Leishmania tenha sido evidenciada nestes estudos, ha uma controvérsia em relagao
a funcdo protetora ou deletéria destas células (Barral-Netto et al. 1995; Toledo et al.
2001; Coutinho et al. 2002; Nylén & Eidsmo 2012; Cardoso et al. 2015).

Os linfocitos T CD8" reconhecem pequenos peptideos através do Receptor de
Células T (TCR) que interage com o Complexo Maior de Histocompatibilidade do tipo |

(MHC-I) nas células apresentadoras de antigeno (APC). Este reconhecimento permite
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qgue as células se diferenciem e exercam suas funcdes efetoras. Neste sentido, nosso
grupo investigou se havia clones de linfécitos T CD8" com cadeia variavel ,+do TCR
(Vo especificos que estariam envolvidos na resposta imune da LC. Neste trabalho nos
sugerimos que uma modulagdo dos linfocitos T CD8" expressando Vo2 estaria
relacionada com o dano tecidual, enquanto os linfocitos T CD8* que expressam V42
ou Vu22 seriam aqueles clones envolvidos em uma resposta efetora de pacientes que
evoluiram para a cura apos a terapia antimonial, corroborando o papel desta populacao
na evolugao para a cura (Ferraz et al., 2015).

Compreender o desencadeamento das fungdes efetoras dos linfocitos T CD8* é
um processo complexo e parece ser o caminho para estabelecer os parametros
imunologicos associados ao seu papel (ou aos seus papéis) na LC. Alguns autores
observaram que a participacao dos linfécitos T CD8* como produtores de IFN-w estava
associada a resolugéo da infeccdo (Pompeu et al. 2001; Da-Cruz et al. 2002b; Nateghi
Rostami et al. 2010), e que grandes quantidades de IFN-«produzida pelas células CD8*
logo apds a infecgdo eliminava a maioria dos parasitos antes do desenvolvimento da
lesdo (Bertholet et al., 2005). Além disso os linfocitos T CD8* também teriam um papel
modulador sobre os linfocitos T CD4* que estaria envolvido no processo de cura da
leishmaniose, indicando que o equilibrio entre estas ceélulas configura uma etapa
importante para o processo de controle da infecgéo e cicatrizagao da lesdo (Da-Cruz et
al. 2005%; Brelaz-de-Castro et al. 2012). Outros autores argumentam que estas células
participam do estabelecimento e progressdo da doencga, principalmente através de
mecanismos citotoxicos (Barral-Netto et al., 1995; Brodskyn et al., 1997; Santos et al.,
2013).

O papel dos linfécitos T CD8* na LTA nao esta completamente definido, indicando
uma necessidade de esclarecimento quanto a participacao das funcdes efetoras destas
células no estabelecimento da doenga e no processo de cura.

Em relacdo a citotoxicidade, é importante ressaltar que nos estudos mencionados
anteriormente, os linfécitos T CD8* foram estudados como uma populacao de células
citotoxicas classicas e associadas ao desenvolvimento de uma reposta imune antigeno
especifica. No entanto, outras populag¢des celulares como as células natural killer (NK),
que é classicamente citotoxica poderia influénciar o desenvolvimento da doenca ou da

cura da LC através deste fendmeno.
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1.8 O Estudo da Citotoxicidade na Leishmaniose Cutanea

Enquanto os perfis de produgao de citocinas vém sendo bastante explorados
nos estudos em LTA, o papel da citotoxicidade nesta doenca ainda nao esta
completamente definido e tem sido associado tanto ao controle de células infectadas
como a destrui¢do tecidual, principalmente por linfécitos T CD8* (Machado et al, 2002;
Bousoffara et al., 2004, Faria et al, 2009; Santos et al, 2013). A citotoxicidade € um
mecanismo efetor que pode ser exercido por linfocitos T CD8*, T CD4* CD8" (duplo
positivos, DP), T CD4-CD8" (duplo negativos, DN) e T CD4", aléem de células natural
killer (NK) e natural killer T (NKT) (Matsumoto et al, 1991; Ruiz & Becker, 2007; Brown,
2010; Overgaard et al., 2015). Estas células citotoxicas, quando ativadas, passam a
exercer suas fungdes através de dois mecanismos: pela expressao de FasL (CD95L),
que induz a trimerizagdo do receptor Fas (CD95) nas células-alvo; e principalmente
pela exocitose de grénulos liticos (granzima e perforina). Ambos os mecanismos
necessitam de contato célula-célula e induzem a apoptose nas células-alvo através

da ativagao de caspases (Trapani & Smyth, 2002).

As células NK sido conhecidas pela sua habilidade em lisar diretamente células
que expressam fendtipo de superficie alterado, principalmente em infecgbes virais,
podendo atuar nas leishmanisoes. Na LC humana, estas células podem ser ativadas
através da interagado com células mieldides e através de citocinas estimulatérias como
IL-2 e IL-18. Além da sua habilidade citotoxica estas células também sao produtoras
de citocina como IFN-~ e TNF-us contribuindo para o desenvolvimento da resposta por
linfocitos T CD4™ do tipo 1 (Bogdan, 2012). Alguns estudos sugerem um papel protetor
das células NK através da lise de promastigotas extracelulares e de macréfagos
infectados (Stenger et al. 1998; Aranha et al. 2005; Lieke et al. 2011). Entretanto, ja
foi sugerido que as células NK citotoxicas também podem contribuir para a
exacerbacédo das lesdes de LC (Machado et al., 2002b).

As células NKT representam uma linhagem de células T que medeiam a
imunidade contra tumores e viroses e previnem a doenga auto imune (Berzins and
Ritchie, 2014). Os estudos da distribuicdo e das fung¢des das células NKT na LC s&o
raros e realizados predominantemente em modelo murino ou em infecgcdo humana por
L. major. Sendo assim, pouco de sabe a respeito do papel destas células na LC
causada por L. brazliensis. Em modelo murino de LC, foi demonstrado que as células
NKT inibem a expanséo do parasito e direcionam a resposta imune de acordo com a

producéo de citocinas (Stenger et al. 1998; Ishikawa et al. 2000; Joyee et al. 2010; Lieke

26



et al. 2011). Entretanto, o papel da citotoxicidade por células NKT na LC humana ainda
nao foi demonstrado.

A subpopulagéo citotdxica de linfécitos T CD4* apresenta relevancia imunologica
especialmente em tumores e em algumas doencgas infecciosas (Brown, 2010). Embora
esta populagao tenha sido descrita ha mais de trinta anos, tanto em humanos quanto
em nos modelos murinos, tais relatos eram isolados e geralmente associados a longos
periodos de cultura, tendo sido considerado por alguns autores como artefato
(Fleischer, 1984; Lukacher et al., 1985; Maimone et al., 1986; Wagner et al., 1977).
Atualmente, sabe-se que os linfécitos T CD4" sdo capazes de exercerem papel
citotoxico, com a habilidade de matar diretamente células infectadas, principalmente
durante infecgdes virais por Epstein Barr virus, HIV e dengue (Brown, 2010; Gagnon et
al., 1999; Haigh et al., 2008; Zaunders et al., 2004). Sendo assim, além do papel como
linfécito T [helper(,) os linfécitos T CD4* poderiam direcionar a resposta imune na LC
através da citotoxicidade? Esta pergunta também cabe para outra populagdo de
linfocitos T, que tem um papel imunomodulador na LC humana, que séo as células T
DN. Estas células representam uma populacdo minoritaria de linfocitos T periféricos,
sdo ceélulas altamente ativadas e que reconhecem antigenos apresentados pelas
cassicas moléculas de MHC classe | e de classe Il, além da molécula CD1 (Gollob et
al., 2008 e 2014).

Outra populagao de linfocitos T com potencial papel citotoxico sao as células T
duplo-positivas (DP), as quais tem sido mais estudadas em infecgbes virais e em
cancer, apresentando também um papel regulatorio (citotoxico) na prevencédo de
doenga auto imune. As células DP ja foram encontradas em érgéos periféricos e na
pele, porém nao foram encontradas em sangue periférico. Ja foi sugerido que estas
células seriam timécitos que teriam deixado o timo prematuramente. Posteriormente foi
mostrado que as células T DP periféricas perdem a expressao de marcadores timicos,
indicando que mesmo expressando CD4 e CD8 estas células existem nos orgaos
periféricos como populagbes maduras, ainda que em baixa frequéncia (Parel et al.,
2007; Eljaafari et al., 2013; Overgaard et al., 2015). O papel destas células na resposta
imune contra parasitos ainda € pouco explorado e a frequéncia e funcdo das mesmas
na LC ainda nao foi descrita.

Todas essas populagdes potencialmente citotoxicas compartilham a mesma via
de citotoxicidade, por exocitose de granulos liticos pré-formados. Através desta via, os

granulos liticos, perforina e granzima, sao armazenados em vesiculas de bicamada
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lipidica contendo em sua parte interna proteinas de membrana associada a lisossomo
(LAMP), entre elas o CD107a (LAMP-1). Esta vesicula se funde com a membrana
plasmatica no momento da exocitose mobilizando o CD107a para a superficie celular,
indicando haver uma degranulagéo a contento. Este fenébmeno tem sido explorado no
estudo da citotoxicidade (Betts et al., 2004; Aktas et al., 2009; Zaritskaya et al., 2010),
além da quantificagdo de perforina e granzima, exercida pelas diferentes populagdes
citotoxicas em potencial (Colmenares et al. 2003; Henriques-Pons et al. 2004; van
Leeuwen et al. 2004; Faria et al. 2009; Dons koi et al. 2011; Hodge et al. 2012).
Embora um vasto conhecimento tenha sido produzido a respeito da resposta
imune desenvolvida durante a fase ativa da LTA, algumas lacunas ainda precisam ser
preenchidas. Assim, um estudo quanto ao papel da citotoxicidade, como fenébmeno
imunomodulador, exercido por diferentes populacdes celulares, contribuiria para um
entendimento mais amplo acerca dos fenémenos envolvidos na resposta imunoldgica
nesta enfermidade. Além disso, pouco se sabe sobre o perfil imunolégico desenvolvido
no processo de cura clinica e estabelecido apds a mesma, visto que pouco trabalhos

enfatizam esta fase clinica da doenga ou incluem pacientes durante a terapia.

1.9 A apoptose de linfocitos T na Leishmaniose Cutanea

A apoptose € um processo de morte comprometido com a manutencdo da
homeostase, responsavel pela renovacao, maturagcao e selecdo do repertério de
linfécitos, assim como com a remocédo de células infectadas ou auto-reativas. A
apoptose de linfocitos esta envolvida nos processos fundamentais que regulam o
sistema imune, atuando como um mecanismo capaz de controlar o curso da resposta

imune celular (Kerr et al. 1972; Krammer 2000).

A inducédo e a inibicdo da apoptose de células hospedeiras tem um importante
papel nas infeccbes parasitarias, podendo estar diretamente relacionadas com o
controle e a eliminagédo dos parasitos (Guillermo et al., 2009). Diversos estudos vém
demonstrando que a exacerbacdo ou inibicdo da apoptose de determinadas
populagdes celulares estariam relacionadas ao agravamento ou a cura de doengas
como o cancer (Debatin et al. 1993; Debatin 2009); a AIDS (Gougeon & Montagnier
1993; Sloand et al. 1997) e as leishmanioses (Das et al. 1999; Shaha 2006;
Hernandez-Ruiz et al. 2010b; Luder et al. 2010). Tem sido observado niveis
aumentados de apoptose de linfocitos T durante as infecgdes por protozoarios

intracelulares como Trypanosoma cruzi (Lopes & DosReis 1995; DosReis et al. 1995;
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de Meis et al. 2008; DosReis & Lopes 2009), Plasmodium sp. (Baldé et al. 1995;
Matsumoto et al. 2000), e Leishmania sp (Bertho et al., 2000). A morte destas células
parece comprometer o processo de expansdo clonal e diferenciagdo celular,
resultando em producéao insuficiente de citocinas e diminuicdo de atividade citotdxica
que resultariam na persisténcia do parasito (Guillermo et al., 2009). Assim, além do
papel fisiolégico, a apoptose de linfocitos T pode ser um fator modulador da
imunopatogenia de uma série de doengas como por exemplo a LC. Em lesdes de
pacientes infectados por L. braziliensis, a maior frequéncia de linfocitos T CD8" em
apoptose foi associada a persisténcia da lesdo. No entanto, a associagao entre a
apoptose e os linfocitos T CD8* funcionalmente distintos na evolugao da LC ainda nao
foi completamente elucidado.

A resposta imune que contribui para o estabelecimento e persisténcia da lesao
na LC, assim como para o processo de cura, € um processo dinamico que envolve a
alteracao da frequéncia e das fungdes efetores de linfocitos. Assim, a avaliagdo do
perfil da resposta imune na LC contribuiria para o melhor entendimento dos
mecanismos imunologicos assoaciados a protecao e a patogénese da doenca.
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2. JUSTIFICATIVA

A extensa distribuigdo geografica da LTA, sua alta incidéncia e o grande numero
de individuos expostos fazem desta doenga uma questdo de grande importancia para
a saude publica. ALTA é uma doenga endémica no Brasil, onde a Leishmania (Viannia)
braziliensis € o principal agente etiolégico das formas cutdanea e mucosa. A
Leishmaniose Cutanea (LC) é a forma clinica mais frequente da doenca e € endémica
no Estado do Rio de Janeiro, onde a maioria dos casos € causada pela espécie
L.braziliensis (SVS, 2010).

A estratégia para a profilaxia da LTA seria o desenvolvimento de uma vacina
capaz de proteger os individuos que se encontram nas areas de risco de transmissao
do parasito. Paralelamente, uma terapia menos agressiva, em termos de efeitos
colaterais, se faz necessaria, com o intuito de amenizar as consequéncias do protocolo
terapéutico atualmente utilizado.

A perspectiva de controle desta doenca depende de um aprofundamento do
conhecimento no que diz respeito aos fenbmenos que ocorrem durante a resposta
imune na doenca ativa e na evolugao para a cura. Este conhecimento é fundamental
para estabelecer parametros imunoldgicos associados com a patogénese, a cura e a
resposta protetora da LC, para que possa entdo, ser aplicado em manipulacdes
terapéuticas e no desenvolvimento de vacinas. Assim, realizamos abordagens
experimentais que pudessem dissecar algumas variaveis da resposta imune, a fim de
melhor compreender os mecanismos imunolégicos envolvidos na doenga e na
protecao.

A patogénese da LC é dependente de uma resposta imune celular, a qual ocorre
através fungdes efetores dos linfocitos T, e a magnitude da doenga parece estar
associada a frequéncia de linfocitos T reativos a Leishmania nas lesbes, a
citotoxicidade parasito-especifica e a producéo de IFN-x e TNF-_« Além dos linfocitos T
CD4", os linfécitos T CD8* também exercem importantes fungdes, através da liberagcao
de citocinas e de sua atividade citotéxica, o que tem sido relacionado tanto a um papel
na protecao e regressao da lesdo, quanto na manutencdo da infecgao e dano tecidual
(Brodskyn et al., 1997; Cardoso et al., 2015; S G Coutinho et al., 1998; Da-Cruz et al.,
1994; Hernandez-Ruiz et al., 2010b; Nateghi Rostami et al., 2010). Resultados do nosso
grupo mostraram que a uma maior frequéncia de linfocitos T CD8" em apoptose,
analisados em lesdes de pacientes de LC estaria associada a persisténcia da doenca,
enquanto a menor frequéncia de linfécitos T CD8" em apoptose foi observada nos
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pacientes que evoluiram para cura espontanea, sugerindo que a apoptose destas
células contribuiria para a persisténcia da lesdo e que os linfécitos T CD8" teriam um
papel protetor na LC (Bertho et al., 2000). Sendo assim, torna-se importante a avaliagéao
da frequéncia de linfocitos T CD8" em apoptose ao longo da terapia e desenvolvimento

para a cura.

A citotoxicidade é um fendbmeno efetor o qual pode ser exercido tanto por
linfécitos T CD8" como por células natural killer (NK), células natural killer T (NKT),
linfocitos T CD4*, linfocitos T CD8"CD4- (duplo-negativos; DN) e linfécitos T CD4*CD8*
(duplo-positivos; DP). Entretanto pouco é conhecido a respeito da fungao destas células
na imunopatogenia da LC e da distribuicdo das mesmas na lesao (Gollob et al., 2008;
Lieke et al., 2011; Machado et al., 2002b; O[Reilly et al., 2011; Sun and Lanier, 2011;
Weiss et al., 1998; Zaunders et al., 2004). Assim, os linfocitos T CD8"* poderiam ter um
papel no controle e/ou na progressédo da doenca e a citotoxicidade pode ser um
fendbmeno imunomodulador na LC, tanto pelos linfocitos T CD8* como por outras
populagdes citotdxicas, podendo influénciar o desfecho clinico. Um estudo acerca da
atividade citotdxica exercida por populagdes celulares distintas em lesdo de LC torna-
se necessario para melhor entender o desenvolvimento da resposta imune no combate
ao parasitismo e/ou no dano tecidual e consequentemente na evolugao clinica da
doenca. Além disso, a avaliacado das células NK; células NKT; linfocitos T DN; linfocitos
T CD8"; e linfocitos T CD4* em atividade citotoxica em resposta a antigenos de L.
braziliensis, pode contribuir para entender o papel destas células na persisténcia da
lesdo tecidual e na evolucdo para a cura. Assim, estas populagdes celulares citotoxicas
podem representar importantes alvos de estudo, podendo caracterizar uma
bioassinatura no que diz respeito a evolugao para a cura e/ou a persisténcia da leséo

tecidual.

A maioria dos pacientes de LC apresenta uma resposta satisfatoria ao tratamento
com antiménio (Glucantime®), a qual parece estar associada ao desencadeamento de
uma resposta imune celular eficaz o suficiente para ocasionar uma destruicao
parasitaria, levando & cicatrizagdo da les3o. E interessante ressaltar que as abordagens
nos estudos da resposta imune na LC em humanos baseiam-se principalmente na
avaliacdo de amostras de sangue periférico obtidas antes (doenga ativa) e apds o
tratamento (clinicamente curados). Entretanto, pouco se sabe a respeito das
caracteristicas da resposta imune desenvolvida pelos pacientes durante os protocolos
terapéuticos aplicados. Sendo assim, um estudo incluindo avaliagdes antes, durante e
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depois do tratamento, permite delinear um perfil mais abrangente da resposta imune
desde a fase ativa da doenga e ao longo do processo de cura da leséo.

A lesdo tecidual é a principal manifestagao clinica da LC. O infiltrado inflamatério
parece ser um processo dinamico influenciado pelo desenvolvimento de uma resposta
imune localizada. O aumento da frequéncia de linfocitos na lesédo pode refletir uma falha
na regulacdo dos linfécitos no infiltrado inflamatério o qual pode estar associado a um
mal progndsitco e persisténcia da lesdo (Da-Cruz et al., 2005). Assim, o estudo das
populagdes celulares presentes nas lesdes permite um maior esclarecimento quanto a
resposta imune localizada que contribuiria para o dano tecidual e persisténcia da lesao.

A correlagdo dos dados imunoldgicos observados na lesdo e no sangue periférico
dos pacientes com os dados clinicos dos mesmos contribui para um maior
detalhamento e aprofundamento dos conhecimentos acerca da resposta imune
associada a patogenia e evolugao para a cura da leishmaniose cutanea.

Particularmente nos estudos em LTA, a citometria de fluxo tem oferecido uma
grande contribuigdo para o estudo da imunopatogenia desta doenga, principalmente no
que diz respeito a frequéncia e proporcao de linfocitos T CD4* e T CD8" e a produgéo
de citocinas por estas células (Barral-Netto et al., 1995; Bertho et al., 2000; Bottrel et
al., 2001; Claréncio et al., 2006; S. G. Coutinho et al., 1998; Da-Cruz et al., 1994; Ferraz
et al., 2015; Gomes-Silva et al., 2007; Liew et al., 1987; Mendes-Aguiar et al., 2009;
Mendonga et al., 1991).

Com o avancgo desta tecnologia, no que diz respeito as aplicagbes, dezenas de
parametros podem avaliados em milhares de células, gerando um enorme volume de
dados. Assim, além da correta interpretacdo, uma analise exploratéria dos dados
através de protocolos multiparamétricos torna-se uma ferramenta diferencial. Neste
cenario, a citometria de fluxo se apresenta como uma ferramenta adequada, moderna
e indispensavel para o estudo fenotipico e funcional de diversas populagdes celulares
simultaneamente, contribuindo para um aprimoramento do conhecimento,

principalmente no ambito imunoldgico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Investigar o papel dos linfocitos T CD8" efetores e das populagdes citotoxicas a
fim de tragar um perfil imunologico na doenga ativa e no desenvolvimento para a cura

clinica de pacientes de Leishmaniose Cutanea (LC).

3.2 Especificos

12 Parte [ Artigo |

- Investigar se a frequéncia de linfocitos T CD8" totais e efetores, obtidos de
sangue periférico, é alterada na doenga ativa, durante o tratamento e apds a cura, assim
como a indugao destas células por antigenos de L.braziliensis;

- Investigar se a frequéncia de linfécitos T CD8" totais e efetores em apoptose,
obtidos de sangue periférico, é alterada na doenga ativa, durante o tratamento e apos

a cura, assim como apos estimulo in vitro com antigenos de L.braziliensis.

22 Parte

- Realizar uma avaliagcdo longitudinal da dindmica dos perfis citotoxicos de
pacientes de LC antes, durante e apds a terapia antimonial através da deteccdo da
producao de perforina por linfocitos T CD8*, T CD4* e DN; e por células NK e NKT,
obtidas de sangue periférico quando submetidas a estimulo antigénico de L.braziliensis;

- Avaliar se a dinamica dos perfis de citotoxicos podem ser relacionadas a
producao de IFN-= por linfocitos T CD8*, T CD4* e DN; e por células NK e NKT, apés

estimulo antigénico de L.braziliensis, antes, durante e apds a terapia.

3?2 Parte [1Artigo Il

- Verificar se as populagdes celulares potencialmente citotdxicas, isto €, linfécitos
T CD4*; T CD8*; T CD4CD8" (duplo-negativos (1 DN); T CD4*CD8* (duplo-positivos -
DP); células NK e NKT, estariam presentes nas lesbes da LC

- Avaliar o comprometimento destas populagdes celular com a citotoxicidade e a
distribuicado das mesmas em lesdes de LC,;

33



- Avaliar a concentracdo de granzima B e das citocinas IFN-~, TNF-u«nas les6es
de LC;

Todas as etapas:
- Investigar se os parametros imunoldgicos estariam correlacionados com os
dados clinicos dos pacientes a fim de determinar uma possivel bioassinatura associada

com a patogénese e/ou com a evolugéo para a cura.
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4. METODOLOGIA
A presente tese esta dividida em trés partes e os detalhes metodologicos
especificos de cada uma delas estdo descritos no artigo |, no item 5.2.1 e no

artigo Il, respectivamente.

4 .1 Casuistica

Participaram deste estudo um total de 46 pacientes de LC e 26 individuos sadios

(IS), os quais foram considerados como controles de normalidade.

Para a obtencdo das amostras biolégicas utilizadas neste estudo, os individuos

preenchiam os seguintes critérios:

eIndividuos sadios (IS): individuos que n&o apresentam qualquer morbidade,
assim como auséncia de histérico prévio de leishmaniose e que ndo residem em areas
endémicas de leishmanioses.

ePacientes com suspeita de leishmaniose: Todos os pacientes com lesdes
caracteristicas clinicas ou epidemiologicas de LC foram submetidos a bidpsia de leséo
para realizagcdo de diagnostico e para o presente estudo. Apenas os individuos com
diagndstico de LC confirmado foram incluidos.

e Pacientes antes do tratamento (PAT): Pacientes diagnosticados com LC, que
residem no Estado do Rio de Janeiro, sem historico recente de viagem a area
endémica de leishmanioses, que ainda nio iniciaram o tratamento.

e Pacientes durante o tratamento (PDT): Pacientes de LC sob terapia antimonial
com Glucantime®.

e Pacientes pos tratados (PPT): Pacientes de LC apds a conclusdo da terapia,
que apresentem cura clinica no octagésimo dia apos o inicio do tratamento, de acordo

com critérios definidos pela equipe médica.

Todos os pacientes foram atendidos no ambulatorio do Servigo de Referéncia
em Leishmaniose do Instituto Nacional de Infectologia - INI, FIOCRUZ, RJ e foram
submetidos ao tratamento convencional com Glucantime® (15mg/Kg/dia).

Foram investigadas informagdes epidemioldgicas e clinicas, como idade e sexo;
numero e area das lesdes durante a fase ativa; tempo de evolugao; local de moradia
dos individuos; resposta ao teste de Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM);
resposta ao tratamento; cura clinica; reativacdo e re-infecgdo, através de

levantamento dos prontuarios dos pacientes. A identificacdo da espécie do parasito
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foi realizada por PCR, pelo Laboratério de Pesquisa em Leishmaniose, I0C, Fiocruz
e somente aqueles pacientes que tiveram a confirmacao da infec¢ao por L. braziliensis

foram incluidos neste estudo.

O critério de cura clinica foi definido pela epitelizacdo das lesées ulceradas,
regressdo do infiltrado inflamatério e do eritema, apds conclusdo do esquema
terapéutico (SVS, 2010). Com base nestas definigbes, as lesdes cicatrizadas em até
trés meses apos a conclusdo do esquema terapéutico, foi considerada como cura
clinica recente. No presente estudo, todos os pacientes apresentaram cura clinica
apos a terapia, e auséncia de reativagdo até o octagésimo dia apds o inicio do
tratamento (Figura 4).

Foram excluidos do estudo os pacientes com doengas sistémicas
concomitantes, que sabidamente interferem na capacidade imunolégica do individuo;
pacientes sob o uso de medicagéo topica sobre a lesdo cutanea; gravidez; tratamento
prévio com medicamento leishmanicida; e pacientes com contra-indicagcéo para o uso
do Glucantime®, na dose e esquema terapéutico recomendados pelo Ministério da
Saude. Foram excluidos, ainda, os individuos que apresentaram resposta negativa a
IDRM, a fim de incluir somente aqueles que apresentaram uma resposta imune celular

preservada.

Este estudo foi aprovado pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP),
bem como pelo Comité de Etica do INI (CEP-INI / FIOCRUZ 029/2012), Brasil. Todos
eles respeitam os principios estabelecidos na Declaragao de Helsinki de pesquisa em
seres humanos. Antes da coleta de sangue e da realizagdo das bidpsias de leséo,

todos os voluntarios leram e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.
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Infiltracao Reepitelizacao

c

Antes do Durante o Apos o Tratamento
Tratamento Tratamento Dia 80

Figura 4: Caracteristicas das lesbes de leishmaniose cutdnea na evolugéo para a cura clinica. (A)
Paciente antes do tratamento apresentando Ulcera, destruicdo do epitélio, eritema e infilirado
inflamatorio; (B) Paciente durante o tratamento apresentando os primeiros sinais de cicatrizag&o e inicio
da reepitelizagdo; (C) Paciente durante o tratamento com lesdo reepitelizada apresentando bordas
elevadas e infiltrado inflamatério; (D) Paciente pos tratado com lesé&o reepitelizada, redugéo do eritema

e do infiltrado inflamatério.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta tese estao divididos em trés partes:
5.1 12 Parte

Os resultados da primeira parte estdo descritos no Artigo |, no qual nés
demonstramos que os linfocitos T CD8" efetores e a apoptose dos mesmos estavam
implicados no processo de evolugdo para a cura e em uma resposta antigeno

especifica.
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Apoptose e frequéncia de linfocitos T totais e efetores de pacientes de leishmaniose

cutanea durante a terapia antimonial.

Resumo: A patogénese da leishmaniose cutanea (LC) € dependente de uma resposta
imune celular, a qual parece influénciar a evolugdo clinica da doenca. Ja foi
demonstrado que, além dos linfécitos T CD4", os linfocitos T CD8* tem um importante
papel no processo de cura da LC. Esta doenga € endémica no Estado do Rio de
Janeiro, on de a maioria dos pacientes apresentam uma resposta satisfatéria a terapia
antimonial. No entanto, pouco se sabe a respeito da frequéncia dos linfécitos T CD8*
e de células apoptéticas em pacientes durante o tratamento. Tais caracteristicas
seriam importantes na investigacdo de parametros imunoldgicos associados a
evolucdo para a cura. Sendo assim, nos avaliamos a frequéncia de linfécitos T CD8*
totais e efetores, e daqueles em apoptose, a partir de amostras de sangue periférico
obtidas de pacientes de LC, causada por L. braziliensis, antes (PAT), durante (PDT)
e apods o tratamento (PPT), assim como amostras de sangue periférico de individuos
sadios (IS). Os PDT apresentaram as menores frequéncias de linfécitos T CD8" totais
assim como maior frequéncia destas células em apoptose, o que também foi
observado apos estimulo in vitro com antigenos de L. braziliensis (LbAg). Em relagéo
a subpopulacédo de linfocitos T CD8* efetores, durante o tratamento houve maior
frequéncia destas células, assim como destas em apoptose, principalmente quando
comparada aos PAT. Resultados semelhantes foram observados apds estimulo com
LbAg, sendo que apoOs o ensaio in vitro os PPT também apresentaram maiores
frequéncias de linfécitos T CD8" efetores quando estimulados com LbAg, assim como
maior frequéncia destas células em apoptose. NOs correlacionamos estes dados
imunologicos com dados clinicos e observamos que quanto maior as lesées dos PDT
e dos PPT, menor era a frequéncia de linfocitos T CD8" efetores e maior era a
frequéncia destas células em apoptose. Estas alteracdes e correlagdes observadas
ao analisar a frequéncia de linfocitos T CD8* dos PDT sugerem que estas células
possam estar envolvidas no processo de resolucdo da lesdo, mesmo que sob
influéncia da terapia antimonial. Estes dados sugerem que o desenvolvimento de uma
resposta imune que leve a cicatrizacdo da lesdo possa envolver a modulacdo de
linfécitos T CD8" durante e apds a terapia. Assim, os PDT representam um importante
grupo a ser estudado no que diz respeito ao perfil da resposta imune associado ao
processo de cura clinica dos pacientes de LC.
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Abstract

Background: Leishmaniasis is an important parasitic disease affecting millions worldwide. Human cutaneous
leishmaniasis (CL) is endemic in Rio de Janeiro, Brazil, where is caused by Leishmania braziliensis. The adaptive immune
response is accountable for the healing of CL and despite of key role of CD8" T cells in this immune response little is
known about the CD8" T lymphocytes frequencies, apoptosis and antigen-responsive CD8™ T lymphocytes of CL patients
during antimonial therapy.

Methods: Using flow cytometry, we examined total and effector CD8™ T cells from CL patients before (PBT), during
(PDT) and after (PAT) treatment for apoptosis and frequencies upon isolation and after in vitro L. braziliensis antigens
(LbAg)-stimulation culture. Besides, a correlation study between immunological findings and lesion size was done.

Results: PDT showed lower frequencies of total CD8" T lymphocytes and higher levels of apoptosis of these cells,
which were also observed following LbAg-stimulation culture. Regarding effector CD8" T cells, high frequencies were
observed in PDT, while lower frequencies were observed in PAT. Interestingly, PDT showed higher frequencies of
apoptotic-effector CD8* T lymphocytes. Similar results were seen after in vitro antigenic-stimulation assays. Correlation
analysis showed that the greater the size of lesion, the smaller the frequency of effector CD8™ T lymphocytes in PDT
and PAT, as well as a positive correlation between apoptotic-effector CD8* T cells frequency and lesion size of PDT.

Conclusions: Changes in effector CD8" T-lymphocyte frequencies, during and after treatment, seem to represent a critical
stage to generate an efficient immune response and suggest that these cells would be evolved in the triggering or in the
resolution of lesion, under the influence of therapy. This hypothesis opens new perspectives to clarify controversial
statements about the protective or deleterious role of CD8" T cells in the cure or aggravation of CL and the new approach
of evaluating patients during treatment proved to be of utmost importance for understanding the immune response in
the healing process of human CL.
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Background

Leishmaniasis is a group of diseases caused by different
species of protozoan parasites from the genus Leishmania
and is ranked as the sixth major neglected tropical disease
in the world. In Brazil, American tegumentary leishmania-
sis (ATL) was registered in all states and is endemic in Rio
de Janeiro, where it is caused mainly by Leishmania
(Viannia) braziliensis, leading to a spectrum of clinical,
immunological and histopathological manifestations, ran-
ging from self-healing localized cutaneous leishmaniasis
(CL) to destructive mucosal leishmaniasis [1,2]. CL is the
most frequent clinical form of ATL and is characterized
by the presence of a skin ulcer, which heals spontaneously
or after antimonial therapy [2,3]. While spontaneous heal-
ing appears to be associated with natural resistance, the
immunological mechanisms of resistance have not been
clearly defined. It was shown that early treatment fails to
prevent ulcer formation in CL [4].

Despite the CD4" T-cell-mediated immune response
play a pivotal role in the processes either for cure or aggra-
vation of the disease, some reports highlighted that CD8"
T lymphocytes may also play important role in the mecha-
nisms for cure of and resistance to Leishmania infection
[5-10]. Although the role of CD8" T cells has been well
established in these studies, there is a controversial state-
ments about protective or deleterious function of effector
subpopulation which has not been elucidated so far
[7,11-17]. Previous researches have focused mostly on im-
mune responses during active phase and at the clinical
cure of disease, thus the investigation of immunological
patterns of patients during the antimonial therapy is crit-
ical for better understanding the establishment of path-
ology and for determine beneficial parameters of the
immune responses associated with clinical cure.

CD8" T lymphocytes are functionally heterogeneous and
the involvement of effector, naive and memory CD8" T-cell
subsets has already been described in antitumor immune
responses [18]. It is well established that human-effector
CD8" T cells have the CD45RA*CD27" phenotype and
these subset is thought to result from CD8"CD27" precur-
sors in response to antigenic stimulation [19-22]. To date
there are few reports about the role of CD8" T-cell subpop-
ulations in the modulation of CL immune response and
their functional activity should be better investigated.

Some authors have shown that apoptosis is involved
in modulation of the immune response and may be dir-
ectly related to the immunopathogenesis of some dis-
eases including leishmaniasis [7,23-26]. Our previous
results suggest that active disease and spontaneous cure
of CL patients have been associated with higher or
lower percentages of apoptotic CD8" T cells, respect-
ively [7]. Nevertheless, the association between apop-
tosis and functionally-defined CD8" T-lymphocyte
subsets in CL patients still remains undefined.
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The present study investigates frequency and apoptosis
of total and effector CD8" T lymphocytes, in blood
smears from CL patients before, during and after treat-
ment, as well as evaluates antigen-specific effector CD8"
T-lymphocyte frequency and correlating immunological
features with lesion size.

Methods

Study Groups

All CL patients enrolled in this study live in Leishmania
braziliensis-endemic areas in Rio de Janeiro, Brazil [2]
and were recruited at Leishmaniasis Surveillance La-
boratory, Evandro Chagas Clinical Research Institute
(IPEC), Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ), Rio de
Janeiro, Brazil. All patients are volunteers and informed
consent was obtained from all individuals prior to col-
lection of blood samples. Diagnosis of leishmaniasis was
based on clinical, laboratorial and epidemiological cri-
teria. Ulcerated cutaneous lesions were associated with
positive Montenegro skin test (MST) and positive para-
sitological exams to confirm a diagnosis of CL. All pa-
tients were submitted to meglumine antimoniate
treatment according to the guidelines of the Brazilian
Ministry of Health and sub-divided in three cohorts: Pa-
tients before treatment (PBT, n=8, 36 +9 years old),
evaluated after confirmed diagnosis and before begin-
ning of anti-Leishmania treatment; patients during
treatment (PDT, n = 14, 35.7 £ 13.4 years old), evaluated
at the tenth day after beginning anti-Leishmania treat-
ment, still showing ulcerated skin lesions; and patients
after treatment (PAT, n =11, 41 + 15,19 years old), at the
eighty day after the beginning of treatment. After treat-
ment, all patients presented clinical cure, which was de-
fined as full epithelialization of ulcerated lesions,
regression of crusts, desquamation and infiltration.
Healthy subjects (HS, n=18, 29 + 9.7 years old), from
non-endemic areas, showing neither previous history of
leishmaniasis nor any other co-morbidity, such as in-
flammatory diseases, diabetes or cardiologic disease,
was analyzed similarly. The duration of lesion ranged
from one month (less than 30 days) to six months and
the larger diameter measured of the ulcers varied from
15 to 60 mm (PBT: 40 + 5.3 mm; PDT: 42 + 12.5 mmy;
PAT: 41.4+13.9 mm). Basic demographic information
of the studied groups is summarized in Table 1.

Ethics statement

This study was approved by National Ethical Clearance
Committee of Brazil (CONEP) as well as by the Ethical
Committee for Human Research from Oswaldo Cruz
Foundation (CEP-FIOCRUZ) and Evandro Chagas Clinical
Research Institute (CEP-IPEC/FIOCRUZ), Brazil. All of
them adhere to the principles established in the Declar-
ation of Helsinki on human subject research. Written
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Table 1 Demographic and clinical information of groups included in the study

HS PBT PDT PAT
Number of volunteers 18 8 14 1
Sex: M/F 11/7 7/ 9/5 8/3
Age 29+9.7 36.1+£9 3571+134 41 £15.1
Number of lesions NA 1 1 1
Diameter of lesion (mm) (BF) NA 40+53 42+125 414+139
Montenegro Skin Test (MST) (mm) (BF) NA 113+18 11.7+£36 123+36
Duration of disease (months) NA 2 (1-6) 2 (1-6) 2 (1-5)

Age; Diameter of lesions; and MST: mean + Standard Deviation.
Duration of disease: median (range).

BF = measured Before Treatment.

NA = Not Applicable.

informed consent was taken from all volunteers prior to
blood collection.

Ex vivo and in vitro phenotypic and apoptotic assays
Heparinized venous blood was obtained from CL pa-
tients and HS and peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) were obtained by Ficoll-Hypaque density gradi-
ent centrifugation (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
separation. A fraction of these cells was stained ex vivo
and another was submitted to in vitro stimulation assay,
where PBMC were adjusted (3x10°/well) in RPMI
medium supplemented with 10% of AB Rh" inactivated
human serum (Sigma Aldrich) and then distributed in
triplicate in a 96-well, flat-bottomed plate (Becton Dick-
inson, San Jose, CA, USA), as described previously [27].
Cells were stimulated with particulate antigens of L. bra-
ziliensis (LbAg) (disrupted in repeated freeze/thaw cycles
and a final 5-minutes ultrasonication). Non-stimulated
and 1 pg/well-concanavalin A (ConA)-stimulated cells
(Sigma Aldrich) were used as negative and positive con-
trols of proliferation, respectively. Cultures were carried
out in a humidified atmosphere of 5% CO, at 37°C. The
time of incubation of ConA-stimulated cells was three
days, while non-stimulated and LbAg-stimulated cells
were five days. After that, cells were harvested and pre-
pared for staining protocols.

Cell surface and apoptosis staining protocol

Staining protocol was performed as previously described
[7]. Briefly, ex vivo or in vitro assay’s cells were stained
for surface markers with a panel of monoclonal anti-
bodies, as follows: FITC-conjugated anti-CD3; APC-
conjugated anti-CD8; PECy7-conjugated anti-CD27;
ECD-conjugated anti-CD45 (all Beckman Coulter,
Miami, FL, USA) in PBS containing 0.1% sodium azide
(NaN3; Sigma Aldrich) and 2% fetal calf serum (Sigma
Aldrich) and incubated for 20 minutes on ice. After-
wards, these samples were incubated with 20 pg/mL of
7-aminoactinomycin D (7-AAD; Sigma Aldrich) for
30 minutes at 4°C, for apoptosis evaluation, as described

in elsewhere. The samples were kept on 7-AAD solution,
protected from light, until the flow cytometry acquisition.

Flow cytometry

Fifty thousand-event acquisitions were performed on
Beckman Coulter Cyan ADP and on BD FACSAria II
flow cytometers. The limits for the quadrant markers
and histograms were always set based on non-staining
cells and isotypic controls and color compensations
were made based on simple labeling samples. A multi-
parameter flow cytometric protocol to determine the
frequencies of total and effector CD8" T lymphocytes
and apoptosis was done in Kaluza 1.2 software (Beck-
man Coulter, Inc., Brea, CA, USA). In this manner, the
frequency of total CD8" T lymphocytes was determined
in a CD3 vs. CD8 dot plot (Figure 1C) created from a
region encompassing lymphocyte population in a SSC
vs. FSC density plot (Figure 1A), excluding doublets
(Figure 1B). To evaluate the frequency of effector CD8"
T-lymphocyte subsets a CD27 vs. CD45RA dot plot
gated on CD3'CDS8" region was created and data
CD27'CD45RA™ was recorded (Figure 1D; Q- +).
Simultaneously, for apoptosis determination in total
(Figure 1E) and effector (Figure 1F) CD8" T cells a FSC
vs. 7AAD dot plot was created gated on dot plots repre-
sented in Figure 1C and Figure 1D, respectively.

Statistical analysis

For statistical analyses between two groups at a time,
Mann—Whitney U test was used. For comparison between
nonstimulated and stimulated CD8" T-lymphocyte sub-
sets, we used a paired nonparametric Wilcoxon test. These
results were reported as mean + standard error (SEM). We
also used a Spearman’s rank correlation test. Correlations
and intergroup differences were considered statistically
significant when P < 0.05. All statistical calculations and
graphical representations of data were obtained using the
GraphPad Prism version 5.0 software (GraphPad Software
Inc., La Jolla, CA, USA).
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Figure 1 Representative flow cytometry protocol to determine the frequencies of CD8" T-lymphocyte subsets and apoptosis. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) from cutaneous leishmaniasis patients were stained ex vivo and after antigenic-stimulated cultures with CD3-FITC, CD8-APC,
CD45RA-ECD, CD27-PE-Cy7 and 7-AAD. The lymphocytes were gated on forward (FSO) vs side (SSC) scatter dot-plot (A), backgated from CD3™ histogram
and doublets were excluded by a density plot of FSC Area vs FSC Width (B). CD27 vs CD45RA dot plot (D) gated on CD3"CD8" region (C) was used to define
the frequencies of effector and naive CD8" T lymphocytes. Frequency of apoptotic cells (7AAD") was determined by FSC vs 7AAD dot-plot gated on
CD3*CD8" cells (total CD8" T lymphocytes) (E) and on CD45RA"CD27"9 cells (effector CD8* T lymphocytes) (F).
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Results

Frequency of total and effector CD8" T cells

We performed comparative analysis of the frequency of
total CD8" T cells from patients before treatment (PBT),
patients during treatment (PDT) and patients after treat-
ment (PAT), as well healthy subjects (HS). The mean
frequency of total CD8" T cells was significantly lower in
PDT (15.3 £ 1.5) compared to PBT (23 + 2; P < 0.05) and
to HS (23.6 + 1.2; P < 0.001). These lower frequency also
were seen when comparing PDT with in PAT (21.5 + 1.6;
P =0.07), although these difference was not statistically
significant (Figure 2A).

Due to the heterogeneity of the peripheral CD8" T-cell
pool, we performed a dichotomized analysis in order to
discriminate the differential distribution of their subsets.
Thus, in order to highlight the importance of effector
CD8" T lymphocytes in the parasitic immune responses,
we analyzed the CD8"CD45RA"CD27" T cells, an effector

phenotype. We observed a higher frequency of these cells
in PDT (31.2 +£2.2) compared to other three groups, HS
(12+1.4; P<0.001), PBT (25+2.7; P<0.05) and PAT
(16.9 £2.7; P< 0.001) (Figure 2B). PBT also showed higher
frequency of these cells when compared to HS and PAT. It
is important to note that PBT and PDT showed lower per-
centages of CD8'CD45RA'CD27" naive T-cell subset
when compared to HS and to PAT, which could be a con-
sequence of differentiation of naive in effector CD8" T
cells, during active disease (data not shown).

Apoptosis of total and effector CD8* T cells

Previous report of our group showed that there was a higher
rate of apoptotic-total CD8"-T lymphocytes in non-healing
lesions of CL when compared to lesions that progress to
spontaneous cure [7], suggesting a modulate role of apop-
tosis on these cells in CL lesion environment. Following this
hypothesis, we investigated the role of apoptosis in blood
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Figure 2 Ex vivo analysis of total CD8" T-lymphocyte frequency and apoptosis in human cutaneous leishmaniasis. (A) Total CD8" T lymphocytes;
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compartment, through the 7-AAD staining and flow cytom-
etry. The results of ex vivo analyses showed higher frequen-
cies of apoptotic-total (14.9 +2.8) and apoptotic-effector
CD8" T cells from PDT (18.6 +2.8) when compared to:
PBT (apoptotic-total, 2+ 0.6; P<0.001; apoptotic-effector,
2.3+ 1.4; P<0.001); PAT (apoptotic-total, 6.2 + 1.7; P < 0.05;
apoptotic-effector, 4.3 £+ 1.5; P<0.001); and HS (apoptotic-
total, 1.8 +0.4; P<0.001; apoptotic-effector, 0.4 +0.2; P<
0.001) (Figure 2C and D). These results showed pronounced
percentages of apoptotic CD8" T lymphocytes only on pa-
tients during treatment, which tend to decrease after the
end of treatment indicating that this phenomenon could be
associated to the glucantime therapy and the immune re-
sponse triggering.

Leishmania braziliensis-reactive CD8" T lymphocytes

In order to determine an expansion of CD8" T cells in-
volved in a specific anti-Leishmania T-cell response,
PBMC were cultured in the absence and in the presence
of L. braziliensis antigens (LbAg). Frequencies of LbAg-
reactive-total CD8" T cells were compared among the four

studied groups. PDT showed lower mean frequencies
of Leishmania braziliensis-reactive CD8" T lymphocytes
(13.8 +£1.0) when compared to PAT (24.7 +3.9; P< 0.05)
(Figure 3A); to HS (20.2 £ 1.6; P<0.01); and to PBT (17.5+
2.5), although the difference between the frequencies of PBT
and PDT was not statistically significant (P = 0.2) (Figure 3A).
To evaluate the modulation in the frequencies of LbAg-
reactive CD8"-T cells, we performed paired analyses be-
tween the percentage of nonstimulated-total CD8" T cells
(background - BG) and those of LbAg-stimulated CD8" T
cells. Both PBT (BG, 214 +2.8; LbAg, 17.5+2.5; P< 0.05)
and PDT (BG, 169+ 1; LbAg, 13.8+1; P<0.01) showed
lower frequencies of LbAg-reactive total CD8" T cells, more
pronounced in PDT (Figure 3C and D, respectively). On the
other hand, PAT showed a higher frequency of these cells
(BG - 17.7+3.7; LbAg — 24.7 +3.9; P< 0.05) (Figure 3E),
showing that LbAg down-modulate CD8" T cells during
in vitro assays with cells obtained from PBT and PDT. In
the opposite manner, LbAg up-modulate these cells in as-
says performed with cells from patients after treatment and
clinical cure. No changes on frequency of these cells were
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seen in experiments with cells from HS (BG, 181t 1.6;
LbAg, 20.2 + 1.6) (Figure 3B).

Corroborating the results showed in ex vivo findings, we
observed higher rates of apoptotic-CD8" T cell in cultures
with LbAg-stimulated cells from PDT (12.8 + 1.5) compared
to PBT (4.9 £ 0.6; P < 0.01); PAT (2.9 +0.8; P < 0.01); and HS
(52+1.2; P<0.001) (Figure 3F). The paired analysis con-
firmed that the higher frequency of apoptotic-total CD8" T
lymphocytes from PDT (BG, 6.4 + 1.5; LbAg, 12.8 + 1.5; P<
0.001) is antigen-dependent (Figure 3I), and could not be
seen in HS- (BG, 3.7+ 0.7; LbAg, 52+ 1.2), in PBT- (BG,
56+0.9; LbAg, 4.9 +0.6) neither in PAT-in vitro experi-
ments (BG, 2.7 £ 0.6; LbAg, 2.9 + 0.8) (Figure 3G, H and J,
respectively).

Regarding frequency of LbAg-reactive-effector CD8" T
cells during in vitro assays, it was observed higher frequen-
cies of these cells in experiments with cells from PDT (41.8
+3.1) and from PAT (35.8 + 4.6) when compared to experi-
ments with cells from PBT (15.9 + 1.3; P< 0.01) and also to
HS (134 +1.3; P<0.01 and P<0.001) (Figure 4A). The
modulation of frequency of these cells in the presence of
these antigens was confirmed by the paired test in which we
detected higher frequencies in PDT (BG, 33.1+4; LbAg,
41.8 £3.1; P< 0.001) and PAT (BG, 29.8 + 4.3; LbAg, 35.8 +
4.6; P<0.05) (Figure 4D and E, respectively), while PBT
(BG, 14.6 + 1.5; LbAg, 159 £ 1.3; P< 0.01) and HS showed
similar frequencies among stimulated and nonstimulated
cells (BG, 11.3+0.7; LbAg, 134 +1.3) (Figure 4C and B,
respectively).

Concerning the apoptotic-effector CD8" T cells, a com-
parison among the four studied groups showed higher

percentages in PDT (28.1 + 1.5) when compared to HS (3 +
1.1, P<0.001) and PBT (3.8+0.7, P<0.01). We also
observed higher frequencies in PAT (12.3 + 1.1) when com-
pared to HS (P <0.001) and PBT (P < 0.01) (Figure 4F). The
paired analysis have shown significant differences of
apoptotic-effector CD8" T cells between BG and LbAg in
PDT (BG, 21.2+0.9; LbAg, 28.1 +1.5; P<0.001) and PAT
(BG, 9.6 £ 1; LbAg, 12.3+1.1; P<0.05) (Figure 4I and J, re-
spectively), while no significant difference was observed in
HS (BG, 1.7 £04; LbAg, 3+1.1) and PBT (BG, 3.2+0.7;
LbAg, 3.8 £ 0.7) (Figure 4G and Figure 4H, respectively).

Correlation analysis of effector and apoptotic-effector
CD8* T lymphocytes with lesion size

Taking account the relationship between clinical features
and immune response in CL, we correlated the frequencies
of effector and apoptotic-effector CD8" T lymphocytes with
lesion size. Results showed an inverse correlation between
frequencies of effector CD8" T lymphocytes and lesion size
in PDT (r=-0.79; P<0.001) as well as in PAT (r=-0.79;
P <0.01). The lower the frequency of effector CD8" T cells,
the larger the size of lesion (Figure 5B and C, respectively).
In contrary, no statistical correlation was observed between
the frequencies of effector CD8" T lymphocytes and lesion
size in PBT (Figure 5A). These results suggest that a greater
induction of effector CD8" T cells after the beginning of
treatment would be associated with small lesions, less
inflammatory process and minor tissue destruction. Correl-
ation analyses between lesion size and antigen-specific
CD8" T cell were done but no statistically significant result
could be observed (data not shown).
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Figure 4 In vitro analysis of effector (A - E) and apoptotic-effector (F - J) CD8" T-lymphocyte frequencies. (A and F): comparison among the
percentages of Leishmania braziliensis antigen (LbAg)-stimulated cells from HS - healthy subjects (n = 8); PBT — patients before treatment (n = 8);

PDT - patients during treatment (n = 12); and PAT - patients after treatment (n = 6). Statistical analyses were performed by Mann Whitney Test and the
bars represent the mean + standard error. (B, C, D, E, G, H, 1, J): comparison between antigen-stimulated (Lb-Ag) and nonstimulated cells (BG —
background) from HS; PBT; PDT and PAT, respectively. Solid lines connect the results for the same individual. Statistical analyses were performed by
paired, nonparametric Wilcoxon test. Results were considered significant with P < 0.05. (P < 0.05) **(P < 0.01) ***(P < 0.001).
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Earlier report of our group showed high frequencies of
apoptotic-total CD8" T cells in lesions of patients with active
CL compared with patients evolved to spontaneous cure [7].
Hence, became noteworthy to correlate the frequencies of
circulating-apoptotic-effector CD8" T cells to lesion sizes in
order to identify a T cell subset implicated either protective
or deleterious role during the treatment or after clinical cure
of CL. It was observed a positive correlation between higher
frequencies of apoptotic-effector CD8" T cells and larger le-
sion areas in PDT (r = 0.62; P< 0.05) (Figure 5E), although
there were no correlation between these parameters in PBT
and in PAT (Figure 5D and C, respectively).

Discussion

The host immune response to Leishmania is mainly medi-
ated by T cells [28]. The study of immunopathogenesis in
human CL has been based on the determination of the fre-
quency of CD4" and CD8" T lymphocytes and cytokine
production [13,27,29]. Earlier observations from our group
have shown that CD8" T lymphocytes have a role in the
cure process in CL patients [7,8,10,27,30] and other reports
reinforces this hypothesis [14,31]. Conversely, some authors
have associated the CD8" T lymphocytes to tissue injury in
CL [15] and in mucocutaneous leishmaniasis [11,12]. It is
important to note that, in all of these reports, patients were
evaluated before and after antimonial therapy not taking
into account the immunological events that happen during
treatment. In order to assess the characteristics of the im-
mune response involved in the healing process of CL pa-
tients, it is of utmost importance the evaluation of patients
during antimonial therapy. Our results showed important
differences in the CD8" T-cell frequencies, characterizing
early and final phases of clinical cure, which seems to be
linked to antimonial therapy.

The frequency of apoptotic CD8" T cells in HS is in ac-
cordance to the normal apoptotic rate (1-4%) as reported
elsewhere [32]. Because PDT showed higher frequencies
of apoptotic CD8" T cells than PBT and HS, we suggest
that apoptosis of these cells could be related to the begin-
ning of therapy. The highest frequency of apoptotic CD8"
T lymphocytes observed during the antimonial treatment
could be associated to lower rate of total CD8" T cells in
PDT, suggesting an association between apoptosis and a
down-modulation of the total CD8" T cells. It is in accord-
ance with a previous report of our group, which have
shown that high rates of apoptotic-total CD8" T cells was
related to active disease, while a lower frequency of
apoptotic-total CD8" T cells is related to spontaneous cure
[7]. Brelaz et al. [27] related the key role of CD8" T cells in
the process of healing with a significantly higher propor-
tion of circulating CD8" T lymphocytes in spontaneously
healed patients when compared to patients before treat-
ment. Elevated frequencies of total CD8" T cells in PAT
compared to PDT, may represent a tendency of these cells
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to reestablish levels of normality at the end of treatment
and could be associated to clinical cure.

We observed an increase of apoptotic-total CD8" T cells
and a decrease of total CD8" T-cell frequencies in LbAg-
stimulated cultures with cells from PDT as well as from
PBT. Inversely we observed an increase of total CD8" T-cell
frequencies in LbAg-stimulated cultures with cells from
PAT, showing that at the end of treatment, total CD8" T
lymphocytes could expand in response to LbAg. Based in
these findings we may hypothesize that the high rates of
apoptosis observed in ex vivo total CD8" T cells from PDT
could be triggered by expressive amount of circulating anti-
gen derived from parasite destruction caused by the
antimony.

The high frequency of LbAg-reactive total CD8" T
lymphocytes observed after therapy corroborates data
found by Da-Cruz et al. [10,23] who suggested that the
increased levels of these cells at the end of treatment
would be associated with resolution of lesion. It is worth
to note that these studies compared patients before and
after treatment and there was a need to supplement this
information, evaluating patients during treatment. So,
the increased levels of LbAg-reactive total CD8" T lym-
phocytes observed at the end of therapy indicate that
probably an expansion of this cell population was not
perceived at early phases of healing process. It is in ac-
cordance with others [33,34] who reported a later devel-
opment of an efficient immune response, i.e., when there
is a balanced response with control of parasite replica-
tion without tissue injury.

Despite the knowledge about the key role of CD8" T
lymphocytes in the immune response, the evaluation of ef-
fector CD8" T-cell subset became an imperative approach
for better understanding the specific role of these cells, in
healing process in patients under treatment [19,20,35]. Be-
sides, the relationship between frequencies of effector
CD8" T cells and the different stages of treatment is un-
known. Taking into account that effector CD8" T lympho-
cytes represent 10 to 40% of total-circulating CD8" T cells
and this pool includes a variety of functionally distinct
subpopulations, an analysis of effector population can pro-
vide information about some functional characteristics of
this subset, which would be imperceptible when the ana-
lysis of total CD8" T lymphocytes was performed.

Concerning ex vivo analysis of effector CD8" T cell, the
highest percentage observed in PDT seems to indicate a
greater induction of this subset during the treatment. Con-
sidering that Glucantime® is a leishmanicidal drug, a higher
amount of circulating antigen during treatment might in-
duce effector CD8" T lymphocytes and explain the higher
frequency of these cells in PDT. Some reports corroborates
this statement, as demonstrated by Meymandi et al. [36]
where clearly showed that, at their histological findings,
there was a reduction in aggregations of histiocytes,
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decreased cellular parasitic load and an important in-
creased numbers of CD3" T cells in response to combin-
ing antimonial treatment. In another study there was an
increase in the percentage of CD8" T cells in peripheral
blood from patients with leishmaniasis under treatment
with meglumine antimoniate [37]. Moreover, the lower
frequency of CD8" T cells observed in PAT may be related
to a reduced antigenic stimulation, which could depict
what is happening in vivo after clinical cure.

Because effector CD8" T lymphocytes from PDT and
PAT expanded in response to LbAg while PBT did not,
our study indicated that antimonial treatment might not
influence the involvement of effector CD8" T lymphocytes
in the antigen-specific immune response to parasite.

Apoptosis is a physiological process of immune re-
sponses, however this phenomenon of death can also be a
modulating factor of immunopathogenesis of some disor-
ders such as Dengue, Chagas’ disease and AIDS [21,31,32].
In the present report, high apoptosis rates observed in
LbAg-stimulated effector CD8" T cells in PDT point to
the occurrence of activation-induced cell death (AICD),
suggesting that this death phenomenon may be happening
in vivo during treatment [33]. Although PAT showed low
frequencies of effector CD8" T lymphocytes, when com-
pared to PDT, the small rates of apoptotic-effector CD8"
T lymphocytes seem to favor to clinical cure. Moreover, in
parasitic infections the cross-talk between apoptosis of T
lymphocytes and cytokine production was associated to a
deleterious role of this death phenomenon [26].

Some authors considered that the severity of disease
could be characterized by lesion size, which is considered
as the most significant clinical feature in CL [38]. Herein,
we showed that the smaller the size of lesion, the greater
the frequency of effector CD8" T lymphocytes in PDT and
PAT. Some authors [34] reported that the size of lesion
found in patients evaluated before therapy was directly re-
lated to activated T lymphocytes. Thus, we may postulate
that after the beginning of antimonial therapy there is a
greater induction of effector CD8" T cells, which is in-
versely proportional to the lesion size, suggesting that a
small frequency of effector CD8" T lymphocytes can favor
to the tissue damage. Agreeing this data, we showed that
the greater the size of lesion, the higher the frequency of
apoptotic-effector CD8" T lymphocytes in PDT, suggest-
ing a deleterious role of this death phenomenon. This
observation corroborates with our previous report [7]
where we observed that patients evolved to spontaneous
cure were associated to small frequencies of apoptotic
CD8" T lymphocytes. This data emphasize the protective
role of CD8" T cells considering the severity of lesions.
Further studies are underway to determine what func-
tional characteristics these effector cells have, since they
can present cytotoxic and/or pro-inflammatory-cytokine-
producer profiles.
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Conclusions

Taking together, our results showed an evident expansion
of effector CD8" T lymphocytes in response to LbAg,
more pronounced in PDT. Changes in effector CD8" T—
lymphocyte frequencies, during and after treatment, seem
to represent a critical stage to generate an efficient im-
mune response and suggest that these cells would be
evolved in the triggering or in the resolution of lesion,
when under the influence of therapy. Although this work
do not define the effective role of CD8" T cells in the CL
immunopathogenesis, our findings put forth the notion
that the evolution to cure induced by antimonial therapy
implicate the effector CD8" T lymphocytes. Moreover, our
results emphasize the protective role of CD8" T cells con-
sidering the severity of lesions. Further studies are under-
way to determine what functional characteristics these
effector cells have, since they can present cytotoxic and/or
pro-inflammatory-cytokine-producer profiles. This new
approach of evaluating patients during treatment proved
to be very important for understanding the healing
process. Furthermore, this report might be used as a basis
for further investigations concerning antimonial therapy
and to guide vaccine investigations based on the develop-
ment of an effective cellular immune response that regu-
lates tissue damage in human cutaneous leishmaniasis.
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5.2 22 Parte
A metodologia e os resultados obtidos na segunda etapa desta tese estdo
descritos a seguir.

5.2.1 Metodologia utilizada na 22 parte
5.2.1.1 Casuistica
Os ensaios experimentais foram realizados a partir de amostras de sangue
periférico de 8 pacientes (que também foram incluidos na 32 parte deste estudo)
obtidas antes, durante e apds a terapia antimonial, com o intuito de realizar um estudo

longitudinal. Também foram avaliadas amostras de sangue periférico de oito IS.

5.2.1.2 Obtengao de material biologico
As amostras de sangue periférico foram coletadas através de pungao venosa,
em tubos contendo heparina, em um maximo de 40mL. A pungao foi realizada pelos
técnicos do laboratério do INI, FIOCRUZ. As células mononucleares de sangue
periférico (CMSP) foram obtidas através de centrifugacdo em gradiente de Ficoll-
Hypaque (Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO, EUA). As aliquotas de células
foram armazenadas em solugéo de criopreservagao e acondicionadas em nitrogénio

liquido para posterior utilizagao.

5.2.1.3 Avaliagdo da Produgédo de Perforina e de Interferon- gama Apos
Estimulagdo de CMSP in vitro com Antigenos de L. braziliensis

As amostras criopreservadas de um mesmo paciente, obtidas antes, durante e
apos o tratamento, foram descongeladas no mesmo momento para a realizagdo do
ensaio experimental. As CMSP recuperadas foram ajustadas para a concentragcéo de
3,0 x 10° células/100uL de meio RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad, CA, E.U.A)),
suplementado com HEPES (10mM; Sigma), 2-mercaptoetanol (1mM; Gibco), L-
glutamina (1,5mM; Sigma), penicilina (200Ul; Sigma) e estreptomicina (200ug/mL;
Sigma), acrescido de 20-4. de soro humano AB Rh* inativado (Sigma Chemical
Company, Saint Louis, MO, EUA) para um volume final de 200pL.

As CMSP foram cultivadas em placa de poliestireno de 96 pocos de fundo [U[]
(Corning Inc., Tewksbury, MA, E.U.A.) sob estimulo de anti-CD28 (0,5 mg/mL)
(Biolegend, San Dieg, CA, EUA), na auséncia (background, BG) e na presencga de
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antigenos de L.braziliensis (LbAg) (MHOM/BR/75/M2903), equivalente a 1 x 108
promastigotas metaciclicas/pogo, por 24h em estufa a 37°C contendo 5% de COs..
Seis horas antes do fim do cultivo foram adicionados GolgiPlug, contendo brefeldina
A (BD Biosciences). Como controle positivo, as CMSP foram estimuladas por 6h com
acetato de forbol miristato (Phorbol Myristate Acetate [1PMA) (10ng/mL) e ionomicina
(1pg/ml) (Sigma Chemical Company).

Apods o cultivo estas células foram submetidas a marcacao de superficie com os
seguintes anticorpos monoclonais (AcMo) para identificacdo das células NK, NKT,
linfécitos T CD4*, CD8" e duplo negativos (DN): anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 e anti-
CD56 (Beckman Coulter, Kendon, FL, USA). Posteriormente, estas células foram
fixadas e permeabilizadas, utilizando o kit Cytofix/Cytoperm (BD, Bioscience, San
Jose, CA, USA), e a seguir foram submetidas a marcagao intracelular com AcMo anti-
perforina (Beckman Coulter).

A cultivo por 24h foi determinado ap6s ensaio cinético de 6h, 12h, 16h, 20h, 24h,
36h e 48h a fim de avaliar o pico de producado de perforina que contemplasse as
células NK, NKT, linfocitos T CD8", CD4* e DN estimuladas in vitro com antigenos de
L. braziliensis (LbAg).

5.2.1.3 Citometria de Fluxo

As amostras foram adquiridas no citdmetro de fluxo Moflo Astrios Cell Sorter
(Beckman Coulter), da Plataforma de Citometria de Fluxo, Nucleo de Purificagao
Celular (Sorting), 10C, Fiocruz, RJ em um minimo de 50.000 eventos por amostra. Os
limites das regides nos dot plots e nos histogramas foram definidos com base em
amostras ndo marcadas e amostras submetidas a marcagdo com AcMo isotipicos anti-
IgG conjugados aos mesmos fluorocromos utilizados no ensaio. A compensagao dos
sinais interferentes de fluorescéncia foi baseada nas marcacdes simples e nos
critérios de aproximacéao dos valores da intensidade média de fluorescéncia. Os dados
citofluorimétricos foram analisados utilizando o software Kaluza v. 1.3 (Beckman

Coulter).

5.2.1.5 Analise Estatistica
As analises de variancia entre os individuos sadios e os grupos de pacientes
foram realizadas através do teste ANOVA, ndo paramétrico (teste Kruskal-Wallis) e

pos teste de Dunns. Os resultados obtidos de uma mesmo individuo foram avaliados
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pelo teste pareado, ndao paramétrico de Wilcoxon. As analises de correlagao foram
realizadas através do teste de Spearman. Todos os calculos estatisticos e
representagcdes graficas dos dados foram obtidos através do programa GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Foram consideradas

estatisticamente significantes as diferengas que apresentaram valores de P<0,05.

5.2.2 Avaliagao da Frequéncia de Células Respondedoras aos LbAg Produtoras

de Perforina

Inicialmente nds avaliamos a frequéncia de células NK, NKT, linfécitos T CD4",
T CD8" e DN produtores de perforina, cultivados in vitro na auséncia (BG) e na
presenga de LbAg, dos pacientes antes, durante e apds o tratamento, assim como

dos individuos sadios (Figura 5.1).
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Figura 5.1: Frequéncia de células NKT, NK, linfécitos T CD4*, T CD8" e T duplo-negativos (DN)
produtores de perforina cultivados por 24h na auséncia (Background [1BG; barra lisa) € na presenga
de antigenos de Leishmania braziliensis (LbAg; barra hachuriada). (A) Pacientes antes do tratamento
(PAT; n=8); (B) pacientes durante o tratamento (PDT; n=8); (C) pacientes pds tratamento (PPT; n=8);
(D) individuos sadios (IS; n=8). Os dados foram descritos em médiaterro padrao. **(P<0,05) e
*(P<0.01). Valor de P obtido pelo teste t ndo paramétrico de Wilcoxon.
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Para verificar a produgéo de perforina em resposta ao estimulo antigénico, foi
realizada uma analise da frequéncia de cada populacéao celular produtora de perforina
na presenca dos LbAg descontada daquelas que produzem perforina na auséncia
destes antigenos (BG).

Os resultados mostraram que durante e apds o tratamento os pacientes
apresentam uma menor frequéncia de células NKT respondedoras ao LbAg
produtoras de perforina (PDT: 14,3% = 2,8%; PPT: 10,7% % 3,1%) quando
comparadas a mesma populacido celular produtora de perforina antes da terapia
(36,1% % 8,6%), e a frequéncia de todos os grupos foi maior do que aquela observada
nos IS (0,5% + 0,2%) (Figura 5.2A).

As células NK produtoras de perforina também parecem ser moduladas pelo
LbAg apds o inicio da terapia ja que a frequéncia das células produtoras de perforina
€ menor (PDT: 9,3% £ 3%) quando comparadas com as células dos PAT (12,5% +
3,3%). Por outro lado, ndo observamos um padréo de resposta antigeno especifica
apos a terapia (PPT: 11,4% * 3,5%). Todos os grupos apresentaram maior frequéncia
destas NK quando comparados aos IS (0,9% % 0,7%) (Figura 5.2B).

Ao analisar a populacado de linfocitos T CD4*, nés ndo observamos nenhum
padrao de produgéo de perforina em resposta aos LbAg ao longo da terapia. Embora
a média entre os grupos seja semelhante, alguns pacientes apresentaram aumento
da frequéncia destas células durante (PDT: 3,1% + 1,4) e apds a terapia (PPT: 2,4%
+ 1,7%) (PAT: 2,4% £ 1,5%). Além Disso, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre a frequéncia de linfocitos T CD4* produtores de perforina dos IS
(0,3% = 0,4%) e dos grupos de pacientese (Figura 5.2C).

A frequéncia de linfécitos T CD8" produtores de perforina em resposta aos
antigenos diminuiu durante a terapia (PAT: 12,2% % 3,8%; PDT: 6,5% + 1,6%) e esta
frequéncia parece ser mantida pelos PPT (4,9% % 1,7%), enquanto os IS
apresentaram menor frequéncia destas células respondedoras e produtoras de
perforina (0,2% * 0,3%) quando comparados aos PAT, PDT e PPT (Figura 5.2D).

Por fim, a frequéncia dos linfécitos T DN produtores de perforina em resposta
aos LbAg parecem diminuir gradativamente ao longo da terapia (PAT: 9,4% % 3,5%;
PDT: 4,6% £ 1,8%) e evolucéo para a cura (PPT: 1,7% + 0,4), sendo que a frequéncia
destas células nos IS (0,5% % 0,2%) foi menor somente quando comparada aos PAt
e PDT (Figura 5.2E).

55



A Células NKT B Células NK
D 3 2« 100
g g 100 g2 .
[ =] * [ =] 30—+
ST g ! : =
o 2 o oo
O O L @
TT 60 29 201
c @ 2 W
c u Cx
| = By [ = et
02 40 o2
E -g xxx PAT e .g 104
-] - o
S ‘D-. 20+ x% PPT § =%
‘o O,
o %‘ ; ’ o<’ ol —s
iy &
X PAT PDT PPT IS X2 PAT PDT PPT IS
. - N +
cC Linfocitos TcD4t D Linfocitos T CD8
g £ 100 S & 100
® 5 50l o 301 -
St 20 St 60 —
§n. %n_ o1 o :
° 5 154 © 5
o5 s o
%ﬁ 10+ 0 §
o 3 @ E
gg 5 8%
= L. = 0
Do T o
o<g o o<
=5 PAT PDT PPT IS =5 PAT PDT PPT IS
= | = |
E Linfocitos TDN
3 = 100
e £ 8] | * :
w o B0
S 40 x
8g 07—
O O
'g =]
g8
"o
-
E E 104 xxx PAT
= L xx POT
o o
oL &:hs._ .
£
(=} « & «
QY < & =

Figura 5.2: Frequéncia de células produtoras de perforina em resposta aos antigenos de Leishmania
braziliensis. (A) células células NKT; (B) células NK; (C) linfocitos T CD4%; (D) linfécitos T CD8* e (E)
linfécitos T duplo-negativos (DN). Pacientes antes do tratamento (PAT; n=8); pacientes durante o
tratamento (PDT; n=8); pacientes pés tratamento (PPT; n=8); individuos sadios (IS; n=8). **(P<0,05) e
*(P<0.01). As linhas continuas ligam os resultados referentes ao mesmo individuo.Valor de P obtido
pelo teste t ndo paramétrico de Wilcoxon nas comparagdes entre os mesmos pacientes; e pelo teste
nao-paramétrico Mann-Whitney para as comparagdes entre a frequéncia dos IS com os grupos de
pacientes.
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5.2.3 Correlagado entre a Frequéncia de Células Citotoxicas na Lesdo e a
Frequéncia de Células Citotdxicas obtidas do Sangue Periférico antes do Tratamento

A frequéncia das populacdes celulares citotdéxicas na lesdo dos pacientes
(resultados obtidos na segunda etapa) foi correlacionada com a frequéncia dos
memos tipos celulares, obtidas do CMSP dos mesmos pacientes de LC antes do
tratamento. As analises de correlagcdo foram realizadas entre a frequéncia das células
CD107a" da lesdo e a frequéncia das populacdes celulares produtoras de perforina
nas culturas in vitro na auséncia de LbAg (BG); na presenca de LbAg; e a frequéncia
das células respondedoras ao LbAg (subtragédo das frequéncias em LbAg e BG).

Os dados obtidos nao mostraram nenhuma associagao entre a frequéncia das
células de lesdo e a frequéncia das populagdes celulares produtoras de perforina na
auséncia (BG) ou na presenga de LbAg. Por outro lado, observamos correlagbes entre
a frequéncia das populagdes celulares citotoxicas respondedoras aos LbAg e a
frequéncia das populacgdes celulares citotdxicas na lesao.

Nés observamos uma tendéncia de correlagcdo positiva entre a frequéncia de
células NKT, linfécitos T CD4" e linfécitos T CD8* produtores de perforina em resposta
aos AgLb, e a frequéncia destas mesmas populagdes celulares citotoxicas na leséo
dos pacientes de LC (Figura 5.3A, 5.3C e 5.3D, respectivamente). Por outro lado, a
frequéncia de células NK produtoras de perforina em resposta aos LbAg mostrou-se
inversamente proporcional a frequéncia de células NK citotoxicas na lesdo (r=-0.89)
(Figura 5.3B). Nos também observamos uma correlagdo positiva entre a frequéncia
de linfécitos T DN citotdxicos na lesao e a frequéncia de linfécitos T DN produtores de
perforina em resposta aos LbAg (r =0.73) (Figura 5.3C).
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Figura 5.3: Analise de correlagdo entre o percentual de células citotoxicas (CD107a*) em lesdo de
PAT e o percentual de CMSP citotéxicas (produtoras de perforina) de PAT em resposta aos antigenos
de L. braziliensis. (A) Células NKT; (B) células NK; (C) linfocitos T CD4*; (D) linfécitos T CD8*; (E)
linfocitos T duplo negativos (DN). A linha central representa a mediana e a linha tracejada representa
o intervalo de confianga de 95%. **(P<0,05) e *(P<0.01). Valor de P obtido pelo teste de Spearman. r
= coeficiente de correlagao.

58



5.2.4 Avaliagao da Frequéncia de Ceélulas Respondedoras aos LbAg Produtoras
de Interferon-gama

Nés também avaliamos a produgdo de IFN-- em resposta ao estimulo
antigénico. Para isto, o percentual de células produtoras de IFN-« estimuladas com
LbAg foi subtraido do percentual de células produtioras de perforina na auséncia de
LbAg (BG).

A frequéncia de células NKT antigeno-especificas produtoras de IFN-« parece
aumentar apos o tratamento (PPT: 12,8% + 4,4%) ja que antes da terapia ha uma
menor frequéncia destas células (1,1% % 15), assim como nos IS (2,4% = 0,6%),
enquanto os PDT apresentaram uma média de 10,1% (£ 5,4%) de frequéncia destas
células, e nenhuma diferencga estatisticamente significante foi observada ao compara-
la a frequéncia das mesmas nos outros grupos estudados (Figura 5.4A).

Nés observamos baixas frequéncias de células NK produtoras de |FN-
respondedoras aos LbAg nos PAT (0.8% + 0,3%), PDT (2,8% + 2,1%), PPT (8% %
3,4%) e IS (1% = 0,3%), e nenhuma diferenga estatisticamente significante ao
comparar a meédia dos grupos, embora dois pacientes tenham apresentado um
aumento da frequéncia destas células durante e ap6s o tratamento (Figura 5.4B).

A produgédo de IFN-- em resposta aos LbAg pelos linfécitos T CD4" e T CD8*
foi maior durante (CD4: 2,1% £ 0,7%; CD8: 6,8% * 1,2%) e apos o tratamento (CD4:
3,2% £ 0,9%; CD8: 6,7% + 1,1) quando comparada a frequéncia destas células antes
da terapia (CD4: 0,8% % 0,3%; CD8: 2,5% % 0,9%) (Figura 5.4C e 5.4D,
respectivamente). Interessantemente, a frequéncia destas células no IS foi menor
somente quando comparada aos PDT e PPT (CD4: 0,5 + 0,1%; CD8:0,6 + 0,1%)
(Figura 5.4C e 5.4D).

N&o foi observado um padréo de producéo de IFN-~ em resposta aos LbAg ao
longo da evolugédo para a cura pelas células DN, ndo havendo diferenga da frequéncia
destas células entre os PAT (0,9% + 0,6%), PDT (2,1% + 0,8%) e PPT (2,6% % 0,8%),
enquanto a frequéncia destas células nos IS (0,1% + 0,1%) foi menor somente quando
comparada aos PDT e PPT (Figura 5.4E).
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Figura 5.4: Frequéncia de células produtoras de Interferon-gama (IFN-G) em resposta aos antigenos
de Leishmania braziliensis. (A) células NKT; (B) células NK; (C) linfécitos T CD4"; (D) linfécitos T CD8*
e (E) linfécitos T duplo-negativos (DN). Pacientes antes do tratamento (PAT; n=8); pacientes durante
o tratamento (PDT; n=8); pacientes poés tratamento (PPT; n=8); individuos sadios (IS; n=8). **(P<0,05)
e *(P<0.01). As linhas continuas ligam os resultados referentes ao mesmo individuo.Valor de P obtido
pelo teste t ndo paramétrico de Wilcoxon nas comparagdes entre os mesmos pacientes; e pelo teste
nao-paramétrico Mann-Whitney para as comparagdes entre a frequéncia dos IS com os grupos de
pacientes.
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5.3 32 Parte

Na terceira parte ndés demonstramos, no Artigo Il (submetido), que nas lesdes
de LC, a citotoxicidade esta associada ao dano tecidual e que nas lesdes de LC este
fendbmeno € exercido principalmente por linfocitos T DN, células NKT e linfécitos T
CD47*, e que os linfécitos T CD8* as células NK e os linfocitos T DP citotoxicos também
participam desta resposta.
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Linfécitos T duplo negativos CD4°CD8 e células NKT como principais células
citotoxicas em lesdes de leishmaniose cutédnea causada por Leishmania (Viannia)

braziliensis

Resumo: A leishmaniose cutanea (LC) é caracterizada pela destruigcdo tecidual e lesao
ulcerada. A infec¢cdo de macrofagos dermais e células dendriticas induz uma intensa
resposta imune celular e inflamacéao tecidual, na qual os linfécitos T CD8* citotoxicos
teriam um papel prejudicial. Para melhor entender a citotoxicidade como um
mecanismo que poderia contribuir para o dano tecidual, nés investigamos a frequéncia
de linfocitos T CD8*, linfécitos T CD4*, linfocitos duplo negativos (DN), linfécitos duplo
positivios (DP), células NK e células NKT citotoxicos em lesdo de pacientes de LC
causada por Leishmania braziliensis. Os fragmentos de tecido obtidos das lesdes de
18 pacientes de LC foram macerados e submetidos a etapas de lavagem e filtragéo.
O sobrenadante do macerado foi submetido a quantificacdo de granzima B, IFN-« e
TNF-u« por cytometric bead array; e as células foram submetidas a um protocolo
citofluorimétrico de marcagdo com 7-AAD e com anticorpos monoclonais anti-CD3,
anti-CD4, anti-CD8, anti-CD56 e anti-CD107a. Nossos resultados sugerem que uma
intensa atividade citotdxica e altas concentracdes de IFN-- e de TNF-_«cotribuem para
um maior dano tecidual. Os Linfécitos T DN, as células NKT e os linfocitos T CD4*
foram as células citotéxicas (CD107*) com maior frequéncia nas lesdes,
representando mais de 80% do total de células citotdxicas, enquanto as células NK, e
os linfocitos T CD8" e T DP citotéxicas foram observadas em baixos percentuais. Nés
concluimos que embora a citotoxicidade parecga contribuir para o dano tecidual, os
linfécitos T CD8* citotdxicos teriam pouca influéncia nesta resposta, enquanto os
linfécitos T DN e as células NKT seriam as principais células citotoxicas nas lesdes de
LC causada por L.braziliensis.
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ABSTRACT

Purpose. Cutaneous leishmaniasis is characterized by infection of dermal macrophages and dendritic
cells resulting in intense immune-mediated-tissue inflammation and a skin ulcer with elevated borders,
which heals spontaneously or after antimonial therapy. The aim of this study is to better understand the
role of cytotoxicity-mediated mechanisms, that occur during immune response at lesions of cutaneous
leishmaniasis (CL) patients, considering distinct cytotoxic cell populations, such CD8", CD4", CD4
CD8 (double-negative - DN) and CD4"CD8" (double-positive - DP) T lymphocytes, as well as NK and
NKT cells. Methods. After maceration of lesion(s tissue obtained by biopsy, we performed flow
cytometry phenotyping staining protocol, including assessment of 107a, and CBA technique to evaluate
cytotoxic populations and granzyme B concentration, respectively. Results. The flow cytometric
analysis revealed that NKT cells are the major cell population committed to cytotoxicity in CL lesion,
although we also observed high frequencies of cytotoxic CD4" and DN T cells. Further analysis also
showed that DN T cells represent 44% of total cytotoxic-cell population in CL lesion, followed by NKT
with approximately 25%, while NK and CD8" T cells represent only 3 and 4 % of cytotoxic-cell pool,
respectively. Conclusions. The cytotoxicity-mediated mechanisms in the pathogenesis of CL seem to be
influenced in lesion milieu, mainly by DN T and NKT cells. These findings invite us to rethink the role
of classical-cytotoxic NK and CD8" T cells in CL, opening a critical look to the cytotoxic events in this

disease, considering the variety of cytotoxic cell populations.

Keywords: flow cytometry; cytotoxicity; CD107a; Double-negative T lymphocytes, NKT cells; lesion;
human cutaneous leishmaniasis; Leishmania (Viannia) braziliensis

Introduction

Leishmaniasis is a group of diseases caused by different species of protozoan parasites from the
genus Leishmania and is ranked as a major neglected tropical disease in the world. In Brazil, American
tegumentary leishmaniasis (ATL) was registered in all states, where it is caused mainly by
Leishmania (Viannia) braziliensis, leading to a spectrum of clinical, immunological and
histopathological manifestations, ranging from self-healing localized cutaneous leishmaniasis (CL) to
destructive mucosal leishmaniasis (ML). Cutaneous leishmaniasis is the most frequent clinical form of
ATL and is characterized by parasitic infection of dermal macrophages resulting in intense immune-
mediated tissue inflammation and a skin ulcer with elevated borders, which heals spontaneously or after
antimonial therapy [1,2]. Leishmania-parasite induces a chronic granulomatous inflammatory disease
with a recruitment of lymphocytes, plasmocytes and macrophages in skin [3]. Some authors have been
demonstrated that the pathogenesis of ATL is dependent of cellular-mediated immune response and it
seems to influence the clinical outcome of disease either by T-lymphocytes subset effector functions

and/or cytokine profiles [48]. The picture of the cytokines profiles today is more complex than a biased
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TH1 response leading to a control of parasite replication and a TH2 response leading to an exacerbated
infection [9]. Thus, the immune response developed by host can contribute to protection but may also
be deleterious and favor the establishment and persistence of disease. CL caused by L. braziliensis leads
to a high rate of clinical cure and subsequent immunologic protection. Studying CL lesions, we may
postulate the nature of the immune response that contributes to the formation and persistence of lesion
or to healing process.

Although CD4" T cells are clearly an important source of cytokines for activation of
leishmanicidal activities, it is equally clear that several other cell types play important roles in the
microenvironment of leishmaniasis lesions and are important for both initiation and differentiation in
effective immune response. Some reports have been shown that CD8" T cells may also play an important
role in this disease mainly as IFN-« producer and as cytotoxic cell. Besides extensively studies of the
role of CD8" T lymphocytes there is still controversy regarding the beneficial or deleterious cytotoxic
effect of these cells [10[14].

It is important to highlight that the majority of studies about the immune response in CL are
performed with samples originated from peripheral blood of patients, however the immunopathogenic
events happens in situ. In CL, cytotoxic CD8" T cells which kill infected macrophages have been
associated with tissue damage as well as in parasite killing, while the enrichment of Leishmania-reactive
CD8" T cells seems to play a role in the healing process [15,16]. Earlier observations from our group
have shown an enrichment of CD8" T lymphocytes in the inflammatory infiltrate, suggesting a
recruitment and a enrolling in the healing process of CL lesion [11,17[20]. Others authors have
associated CD8" T lymphocytes to tissue injury in CL and ML [8,12,13,21]. In a study of cell population
in CL lesion, the cell infiltration and pathology of CL suggest that tissue damage is a consequence of
the immune response including T-cell-mediated cytotoxicity rather than the parasites [22]. Other authors
showed that granzyme B production is an important pathway involved in cytolysis of L. braziliensis-
infected monocytes, however that induces tissue damage in CL patients [13]. Furthermore, besides CD8"
T lymphocytes, other cell populations, such as NK and NKT, also have important cytotoxic functions
and could influence the development of disease or lead to a healing process. Thus, the controversy about
the role of cytotoxicity in the immunopathogenesis of ATL needs to be clarified.

Due to different cell population playing cytotoxic function, such NK cells, NKT, CD4", CD8",
double-positive and double-negative T lymphocytes, become essential to include these cell in the study
of cytotoxicity. Since the lesions of CL patients are the defining characteristics of the clinical course of
the disease, it is important to determine the role of cytotoxic activity in the lesion environment. Some
authors have previously shown a heterogeneity of T-cell subset distributions in leishmaniasis lesion
[6,16,23]. Other reports concerning in situ immunopathological studies on leishmaniasis added
contributions for understanding the local immune response, although the histopathological patterns can
differ within the same lesion depending on the site of ulcer or even the duration of the disease [24726].
Thus, the cell subset and cytotoxic profile that effectively predominates in lesions still need to be

elucidated.
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The results we discuss here are based on investigation by flow cytometry of frequency and
distribution of T lymphocytes, NK and NKT cells in lesions from patients with first manifestation of CL
as well as the cytotoxic activity at local environment through CD107a staining and granzyme B
quantification. We also investigated the correlation between immunological findings and clinical

features, in order to establish protector or inflammatory profiles.

Methods
Subjects

Eighteen patients fulfilled the inclusion criteria of a clinical and epidemiologic history compatible with
CL and all of them were diagnosed to leishmaniasis and acquired the disease in L. braziliensis-endemic
areas in Rio de Janeiro, Brazil [2]. All of them were recruited at Leishmaniasis Surveillance Laboratory,
Evandro Chagas National Institute of Infectology (INI), Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ), Rio de
Janeiro, Brazil. The main clinical and features of studied patients are described in Table 1. The following
criteria were used for diagnosis: (i) positive Montenegro skin test (MST); (ii) direct detection of parasites
by microscopic examination; (iii) isolation of Leishmania parasites by culture fragment in Nicolle-
Nevy-McNeal (NNN) medium; and/or histopathologic analysis of the inflammatory infiltrate. We
maintained the biopsy lesions fragments in PBS plus antimicrobials (penicillin and streptomycin) for a
maximum of 4h before being processed. The species of isolated parasite were characterized by
isoenzyme electrophoresis profiles [27]. All patients were submitted to meglumine antimoniate

treatment according to the guidelines of the Brazilian Ministry of Health.

Ethics statement

This study was approved by National Ethical Clearance Committee of Brazil (CONEP) as well as by
the Evandro Chagas Clinical Research Institute (CEP-INI/FIOCRUZ 029/2012), Brazil. All of them
adhere to the principles established in the Declaration of Helsinki on human subject research. Before

blood collection and lesion biopsies, all volunteers read and signed the informed consent.

Collection and processing of tissue sample

Incisional skin biopsy was performed both for the diagnosis purposes and for experimental procedures.
Cells were obtained from lesions as described elsewhere. In brief, after local anesthesia with lidocaine,
the biopsy was performed using a 6mm punch including 1/3 edge of the lesion. The obtained fragment
was promptly stored in RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad, CA, USA), supplemented with HEPES (10mM),
L-glutamine (1,5mM), 2-mercapto-ethanol (1mM), penicillin (200UI), and streptomycin (200pug/mL)
enriched with 20% of fetal calf serum (all reagents from Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, U.S.A.) for

up to 4h at 4°C. We placed the skin specimen, stripped of subcutaneous fat, in a cell dissociation sieve
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and macerated on a Petri dish with 64pm mesh filter containing supplemented RPMI 1640 medium.
After, we transferred the cell suspension with macerated tissue to 15-mL Falcon tube and allowed to
rest for 3 minutes for decanting large epithelial cells, dermal cells and fat tissue. Finally, we collected
the supernatant, washed once and filtered into a tube with cell strainer cap of 35um nylon mesh (BD
Biosciences). Additionally, we resuspended the cells in PBS containing 0.1% sodium azide and 2% fetal

calf serum (PBSaz, Sigma-Aldrich, USA) for counting and adjusted to 1 x 10° cells per 50 pL.

Cytometric Beads Array (CBA)

The Cytometric Bead Array (CBA) Human Flex Set system (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) provide a method of capturing a soluble analyte or set of analytes with beads of known size and
fluorescence, making it possible to detect analytes using flow cytometry. Each capture bead in a BD
CBA kit has been conjugated with a specific antibody. The detection reagent provided in the kit is a
mixture of phycoerythrin (PE)-conjugated antibodies, which provides a fluorescent signal in proportion
to the amount of bound analyte. When the capture beads and detectors reagent are incubated with an
unknown sample containing recognized analytes, sandwich complexes are formed. The kit used in this
study contain three bead populations with distinct fluorescence intensities have been coated with capture
antibodies specific for granzyme B, [IFN-«and TNF-u» After acquiring samples on a BD FACSCallibur
flow cytometer, we use FCAP Array software (BD Biosciences) to generate results in graphical and

tabular format.

Flow Cytometry

Flow cytometry staining protocol was performed as previously described [11]. Briefly, after
collection and processing of tissue specimen, cells were stained for surface markers with a panel of
monoclonal antibodies (MADbs), as follows: anti-CD3; anti-CD56; anti-CD8 (all Beckman Coulter,
Kendon, FL, USA); anti-CD4 and anti-CD107a (BD, Bioscience, San Jose, CA, USA), and stained with
20 pg/mL of 7-aminoactinomycin D (7-AAD; Beckman Coulter) for viability evaluation, in PBSAz.
After 20 minutes on ice, protected from light, we washed cells once and incubated with BD FACS lysing
solution (BD Biosciences) to lyse erythrocytes.

We acquired five hundred thousand events in each sample run in MoFlo Astrios Cell Sorter
Flow Cytometer (Beckman Coulter) and data were analyzed using Kaluza 1.3 software (Beckman
Coulter). This staining panel and gate strategy allowed us to evaluate the distribution of six different
populations: CD8" and CD4" T lymphocytes; CD4CD8 double-negative T lymphocytes (DN);
CD4°CD8" double-positive (DP) T lymphocytes; NK cells; NKT cells (Figure 1); as well as cytotoxic
phenotype of these cells through the CD107a staining. First, we created a forward scatter (FSC) vs side
scatter (SSC) dot plot (Figure 1A) to encompass lymphocyte population. We also used dot plots of side

scatter in Height, Area and Width parameters in order to remove doublets and debris from analysis
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(Figure 1B and 1C). Besides, we used 7-AAD to exclude dead cells (Figure 1D). In this manner, based
on CD56 vs CD3 dot plot we defined T lymphocytes, NKT and NK cells (Figure 1E). Thus, based on
CD3" T gate we identified the CD4", CD8", DN and DP cells (Figure 1F).

Afterwards, we performed two different approaches to determine the cytotoxic activities in CL
lesion milieu: first, based previous gate created for define cell populations (NK and NKT cells; CD4",
CD8", DN and DP lymphocytes) we analyzed CD107a frequency in each population (Figure 2). Second,
based on live cells, we created a gate encompassing all CD107a" cell population and then evaluated the
distribution of NK and NKT cells, as well as, CD4", CD8", DN and DP T lymphocytes (Figure 3).

The limits for the regions in dot plots and histograms were always set based on non-staining
cells and on isotype controls; and based on single labeling samples we performed the color

compensation.

Statistical analysis

For statistical analyses between two groups at a time, we applied Mann-Whitney U test. For statistical
analyses between more than two groups, we used one-way ANOVA test and Dunn[s posttest. We also
used a Spearman(s rank correlation test. Correlations and intergroup differences were statistically
significant when P<0.05. We used GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, USA) for all statistical calculations and graphical representations.

Results

Frequencies of cell populations on lesions of cutaneous leishmaniasis patients

Herein we focus our analysis on cellular populations that participate directly in the immune response,
specifically those that exert cytotoxic activities. For this, we analyzed by flow cytometry the frequencies
of NK and NKT cells; and T lymphocytes, including CD4", CD8", DN and DP cells. Regarding T
lymphocyte populations, we observed that DN T lymphocytes showed the highest frequency of cells
(31.4 % + 4.6%), followed by CD4" (21.4% + 2.8%), CD8" T lymphocytes (14% =+ 3.3%) and DP cells
(7.0% = 2.5%). NKT cells represented 11.5% = 3.4% of total cell populations and NK cells 9.4% =+
2.3%. The frequency of DN T cells was significantly higher than NK (P<0.001), NKT (P<0.01) and DP
T cells (P<0.001), while the frequency of CD4" T lymphocytes was higher than NK (P<0.05) and DP T
cells (P<0.05) (Figure 4).

Frequencies of cytotoxic cell populations on lesions of cutaneous leishmaniasis patients

In order to verify which cell population would be more committed with cytotoxicity-mediated events in
the lesion microenvironment, we performed a flow cytometric analysis based on gate encompassing

each cell population defined and then evaluated the frequencies of CD107a" cells. We observed a highest
69



percentage of CD107a” NKT cells (27.9% + 5.3%) comparing to others cell populations, suggesting that
NKT cells are the cell population most committed to cytotoxicity. In turn, DN T (15.4% + 2.8%) and
CD4" T lymphocytes (13.5% + 2.8%) showed similar frequencies to each other and lower percentages
comparing to NKT. CD107a" NK and DP T cells showed lower frequencies when compared to NKT,
CD4 and DN T cells (5.2% =+ 2.2% and 3.04% =+ 0.8%, respectively). Interestingly, CD8" T lymphocytes
seem to be the less committed cytotoxic population, showing the lowest expression of CD107a
(1.8% £ 0.7%) (Figure 5). Due to significant differences among populations with higher and lower
frequencies of cytotoxic cells, these results may be seen as two groups: those more committed and those
less committed to cytotoxicity in CL lesions, since NKT cells, DN and CD4" T lymphocytes showed
higher frequencies of cytotoxic cells, comparing to NK cells, DP and CD8" T lymphocytes (Figure 5).

Distribution of cell populations evaluated from total cytotoxic cells present on lesions of cutaneous

leishmaniasis patients

In order to verify which cell populations would show more distribution in the pool of cytotoxic cells in
lesion microenvironment, we performed a flow cytometric analysis based on gate encompassing all
CD107a" cells and then calculated the distribution of each cell population studied (Figure 3). We
observed that the majority of cell population present in the total CD107a" cells in CL lesion are DN T
lymphocytes (44% =+ 4%). NKT cells represent the second one (25% =+ 4.1%), followed by CD4" T
lymphocytes (14% + 3.1%) and DP cells (10% = 4%) while the lowest were NK and CD8" T
lymphocytes (3% + 1.6% and 4% =+ 1.3%, respectively) (Figure 6).

Correlation analysis between frequencies of CD107a" cells, production of granzyme B, IFN- TNF and

clinical features.

In order to verify if there was a correlation between the cytotoxicity and clinical features, we performed
a correlation analysis between the total frequency of cells expressing CD107a, granzyme B production
and lesion size, as the main clinical feature. Furthermore, we also evaluated a possible association
between pro-inflammatory cytokines, such as IFN-«and TNF and lesion size. We observed a positive
correlation between the frequency of cytotoxic-CD107a" cells and the production of granzyme B at the
lesion site (r=0.79; P=0.01) (Figure 7A). We also observed that the lesion size was positively correlated
with granzyme B production (r=0.80; P=0.005) (Figure 7B); frequency of cytotoxic-CD107a" cells
(r=0.60; P=0.04) (Figure 7C); IFN-= concentration (r=0.86; P=0.001); and TNF concentration (r=0.83;
P=0.003).

Discussion
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The lymphocytes are the predominant mononuclear cell population in leishmaniasis lesions and the
study of immunopathogenesis in CL has been mainly based on the determination of the frequencies of
CD4" and CD8" T lymphocytes and cytokine productions. The role of CD8" T lymphocytes in protective
and pathological responses is still unclear. Earlier observations from our group have shown an
enrichment of CD8" T lymphocytes in the inflammatory infiltrate, suggesting a cell recruitment to CL
lesion environment and a commitment of this cell population with the lesion resolution [11,17720]. In
controversy, others authors have associated CD8" T lymphocytes to tissue damage both in CL and
ML[8,12,13,21]. In murine models, CD8" T cells are important in control of the pathogen but also
implicated in dermal pathology [30]. Besides CD8" T lymphocytes, other cell populations, such as NK
and NKT cells and DN, DP and CD4" T lymphocytes, also have important cytotoxic functions and could
influence the progression of disease or lead to a healing process. Our results strengthen the knowledge
about the local immune response and the role of these cytotoxic-cell populations at CL lesion site. They
will be critical since any intervention involving modulation of specific cell populations is needed for
mounting vaccine and new therapeutic protocols.

Previous in situ immunopathological studies in leishmaniasis have improved our knowledge by
characterizing the cellular composition within the skin inflammatory infiltrate, using confocal or
fluorescent microscopy [22,25,26,31,32]. Flow cytometry (FCM) has been extensively applied and the
majority of reports are based on samples obtained from peripheral blood of patients [11,33737].
However, it is known that lymphocytes are recruited from blood into lymph nodes, primed with antigens
and migrated into lesion sites, thus frequencies of antigen-specific T cells is much higher in
leishmaniasis lesions than in blood [15,38,39]. In the present report, we used FCM to characterize the
cellular immune response in CL-lesion environment, focusing on six distinct cytotoxic-cell populations.
Tissue samples from CL lesions have a limited frequency of lymphocytes compared to blood samples,
which could compromise a multigate-strategy analysis. Thinking about this issue and to optimize the
FCM approach, we standardized a protocol including cell retrieval from tissue through optimization
steps of maceration, washing and lysis of erythrocytes, in order to clean samples and prevent from tissue
debris and clumps. Some FCM protocols defined the CD8" T lymphocytes without NK and NKT
exclusion, based only on CD8 molecule expression. Thus, became worthy to define NK, NKT through
a double staining of CD3 and CD56 and a simultaneous phenotyping analysis of CD8 or CD4 T cells.
This strategy also avoids a misinterpretation of FCM analysis due to the expression of CD8 and/or CD4
molecules by NKT cells. Our data showed that the frequencies of CD4" and CD8" T lymphocytes are
pretty similar in the lesion-inflammatory, though this similarity depends of clinical profiles of patients.
Even with this similarity, we observed that CD4" and CD8" T lymphocytes showed different
commitment in the local cytotoxicity.

DP T cells were observed in normal tissue and in multiple sclerosis skin lesion, showing
regulatory functions [40,41]. Herein, we observed that this cell population have a low frequency in CL
lesion and their presence in lesion may indicate that these cells could participate of local immune

response and could be recruited in response to inflammatory microenvironment. Actually, the
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recruitment of these cells to skin is not elucidated and in periphery, DP T cells seem to exist as a mature
population and it has been suggested that these cells can be derived from a CD8" T cell that further
express CD4 [42,43].

Low frequencies of NK cells were also observed, mainly when the frequencies of CD4" and DN
T lymphocytes were compared. This observation was also demonstrated by others [44] and, at least in
ML lesions, there were higher frequencies of NK cells in relapses cases when compared to cured cases,
suggesting that NK frequencies could be a suitable protection/prevent prognostic marker [45]. Some
attention has been dedicated to the role of NK and CD8" T lymphocytes in CL, assuming that these cells
are the main cytotoxic populations. The role of NK in CL has been associated to both pathology and
protection. Some authors suggests a protector role through lysis of extracellular promastigotes and
infected macrophages [46,47]. Nevertheless, there is evidence that cytotoxic NK cells contribute to
exacerbation of tissue damage [48]. We observed that only 5% of NK cells express CD107a, which
represents 3% of all cytotoxic cells present in CL lesion. These findings show a weak commitment of
NK cell population with cytotoxicity. These cells have a poor influence in the cytotoxicity that occur in
lesion environment, since, considering the distribution of total cytotoxic cells, NK are the minority cells.

In CL murine models, NKT cells seem to block parasite expansion and also drive the immune
response according to the cytokines produced [49,50]. In human studies, NKT cells play critical role in
initial immune responses in malaria, in preventing autoimmunity, in protection against neoplasia and in
fighting against viral pathogens [51,52]. In visceral leishmaniasis, NKT cells seem to play a dual role
depending on their subset: CD4'NKT cells show a pathogenic role and is accumulated at the infection
site, and CD8'NKT cells may be protective in contact with target cells [53]. However, there is no
published report about the role of NKT cells in human tegumentary leishmaniasis and no information
regarding the distribution of these cells in the CL lesions at all. NKT cells represent the fourth major
cell population found in CL lesions and are the most committed with cytotoxicity. Our group have
recently observed a strong evidence regarding the involvement of CD8" T and CD4" T lymphocytes,
NK cells and NKT cells (and their subsets) in the cytotoxic response in peripheral blood of CL patients
before, during and after antimonial therapy (Cunha, CF - personal communication). Authors suggest an
involvement of different NKT subsets in CL healing process. Our results point to an imperative
participation of NKT cells in localized immune response, due to cytotoxic commitment of this cell subset
and the number of cytotoxic cells existent in the lesion, since NKT represents the second most current
cytotoxic-cell population in CL lesion environment.

Other important cell population observed in an unprecedented way in CL lesion is the CD4
CDS8" double-negative (DN) T lymphocytes. In addition to being the cell population with higher
frequency, these cells have an important expression of cytotoxic-CD107a” phenotype. In experimental
model, DN T cells seem to be important players in protective primary and secondary anti-L. major
immunity [54]. In humans, some authors described the immunoregulatory potential of DN T cells in CL
and reinforced their role in both protection and pathology. Despite it has been described as a minority

subpopulation in peripheral blood, DN exhibits high-activated profile in active CL, being the second
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most prevalent producers of inflammatory cytokines, such [FN-~«and TNF. Furthermore, DN could be
subdivided into T cells expressing +/~TCR, which may be involved in an inflammatory response and
DN cells expressing (T CR, which produce a biased regulatory environment [5,33,35]. Due to DN T
cells are the most prevalent cytotoxic cells observed in CL lesion, we could hypothesize that, if the
cytotoxicity-mediated mechanisms lead to tissue injury, it could be addressed to a nonspecific lysis
played by DN T cells. Despite the high amount of these cytotoxic cells in lesion site, a great number of
them are non-cytotoxic DN cells. Therefore, it is possible that DN T cells play a dual role, as cytokine
producers - inflammatory or regulatory - and as cytotoxic cells. Our report reinforces their role in CL
and showed a strong participation of these cells in cytotoxicity that happens actively at CL lesion milieu.

The role of CD4" T lymphocytes in CL is well established by driving the immune response
according to the antigen presentation and profiles of cytokines, nevertheless few authors have dedicated
attention to a cytotoxic role of these lymphocytes. Recently, our group observed, in peripheral blood,
that cytotoxic CD4" T cell could be involved in healing process of CL patients (personal
communication). Herein, we observed that this CD4" T cell population is present in CL lesion in a
significant frequency, interestingly higher than classical-cytotoxic NK and CD8" T cell. CD4" T cell-
mediated cytotoxicity was suggested by others as a mechanism that contribute to viral control [55], thus,
we may speculate that cytotoxic CD4" T cells could participate in immune response contributing to the
control of parasites in CL lesion.

It is important to note that a positive correlation between frequency of CD107a" cells, granzyme
B production and lesions size shows that cytotoxicity is associated to tissue damage and strengthens the
direct relationship between these parameters. Nevertheless, beyond cytotoxicity, tissue damage seems
to be associated with other pro-inflammatory factors, since the larger lesion size are correlated with the
higher amount of IFN-«and TNF.

In summary, although various reports emphasizes the key role of cytotoxic CD8" T lymphocytes
in tissue damage of CL [8,12,15], we are unable to reinforce this hypothesis since, at least in lesion
environment, our results show that CD8" T cells represents the population less committed to
cytotoxicity, with the lowest percentages of cytotoxic cells. Furthermore, taking into account the pool
of cytotoxic cells, only 4% of them are CD8" T lymphocytes. Based on our results, we are not suggesting
that CD8" T lymphocytes do not have an immunomodulatory role, but we may propose that, tissue
damage mediated by cytotoxicity in CL lesions seems to be more influenced by CD4" T lymphocytes,
NKT cells and mainly by DN T lymphocytes.

Conclusion

We concerned our investigation in cytotoxicity-mediated mechanisms, which would be happening in

cutaneous lesion environment. We have thus showed, for the first time, the distribution and commitment
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of six distinct cytotoxic populations. We suggest that cytotoxicity could contribute to tissue damage in
CL. Furthermore, we can postulate that the major sources of cytotoxic activity are DN T lymphocytes,
NKT cells and CD4" T lymphocytes, which comprise 80% of all cytotoxic cell, although cytotoxic NK,
DP and CD8" T cell could be seen in these lesions. This fact opens our minds to look at cytotoxicity as
a phenomenon that should be further explored, not only in the classical-cytotoxic NK and in CD8" T
cells. In addition, we strongly point a key role to DN and NKT cytotoxic cells in local immune response.
Due to the complexity of the interaction between human and Leishmania, the study of
immunopathological mechanisms that happens in human naturally infected by Leishmania is of utmost
importance, if we hope to develop effective vaccines and alternative immunotherapeutic treatments in

the future.
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Tables

Table 1. Demographic and clinical information of patients included in the study.

Number of volunteers 18

Sex: M/F 17/1
Age” (years) 39.5+6
Number of lesions’ 1+04
Diameter of lesion (mm)’ 413+5
Montenegro Skin Test (MST) (mm)" 19+2.8

Duration of disease (months)’

579 £15

*Results showed as mean + sd

Figure-caption list

Figure 1: Flow cytometry-representative protocol to determine the frequencies of NK, NKT and
CD3" T-lymphocyte subsets. Cells obtained from cutaneous leishmaniasis lesion were gated on
forward (FSC) vs side (SSC) scatter Area dot-plot (A). SSC Height vs SSC Area (B) and SSC Height vs
SSC Width (C) were created to exclude doublets and debris. Dead cells (7-AAD") was excluded from
analysis (D) and we identified NK cells (CD56" CD3"), NKT (CD56°CD3") and T lymphocytes (CD56
CD3") (E). Based on T lymphocyte gate we also identify CD4, CD8, double-negative (DN) and double-
positive (DP) T lymphocytes (F).

Figure 2: Flow cytometry-representative protocol to determine the frequencies of cell population
expressing CD107a on cutaneous leishmaniasis lesion. Based on NK, NKT, CD4, CD8, DN and DP
gates (Figure 1), we evaluated the percentages of these populations expressing CD107a on your surface

as a cytotoxic marker.

Figure 3: Flow cytometry-representative protocol to determine the distribution of cytotoxic cell
populations on cutaneous leishmaniasis lesion. Based on gate of live cells (Figure 1D), we evaluate
the total percentage of CD107a" cells (A). Based on this gate we evaluated the distribution of NK and
NKT (B), CD4, CDS8, DN and DP (C).

Figure 4: Analysis of frequency of cell populations on cutaneous leishmaniasis lesions. NK, NKT,
CD4", CDS8", double negative (DN) and double positive (DP) T lymphocytes. Statistical analyses were
performed by ANOVA test and Dunn's post test. The bars represent the mean + standard error. Results
were considered significant with P<0.05. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001.
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Figure 5: Analysis of frequency of citotoxic-CD107a"-cell populations on cutaneous leishmaniasis
lesions. NK, NKT, CD4", CD8", double negative (DN) and double positive (DP) T lymphocytes.
Statistical analyses were performed by ANOTA test and Dunn's post test. The bars represent the median

+ standard error. Results were considered significant with P<0.05. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001.

Figure 6: Distributions of cytotoxic cell populations. The pie graph shows the mean of data observed
in CD107a" cells: NK, NKT cells, CD4" T lymphocytes, double positive (DP) T lymphocytes, CD8" T
lymphocytes and double negative (DN) T lymphocytes.

Figure 7: Correlations analysis between granzyme B production, frequency of CD107" cells and lesion
size from cutaneous leishmaniasis (CL) lesions. Positive correlation between (A) frequency of CD107a"
cells and granzyme B production; (B) Lesion size and granzyme B production; and (C) lesion size and
frequency of CD107a" cells in CL lesions. The central line represents medians values and the graph
show best fitted lines with 95% confidence interval. Statistical analyses were performed by Spearman

test. Results were considered significant with P<(0.05. Each point represent CL lesion. r: correlation

coefficient.
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6. DISCUSSAO

As leishmanioses sdo consideradas pela Organizagdo Mundial de Saude uma
das doencgas tropicais de maior importéncia para a saude publica (WHO, 2015). A
estratégia mais expressiva para o controle desta doenga seria o desenvolvimento de
uma vacina capaz de promover uma resposta imunolégica que controle a replicagéao
parasitaria e previna o dano tecidual. Na auséncia de uma vacina eficaz, o controle das
leishmanioses € dependente apenas da terapia antimonial que, embora tenha uma boa
taxa de eficacia em pacientes com leishmaniose cutanea (LC), é extremamente toxica.
O balanco entre a eficiéncia da resposta imune do hospedeiro e a capacidade de
evasao do parasito e sua viruléncia, determina o tipo de evolugédo e a gravidade da
infecgdo. Assim, o estudo dos mecanismos imunoregulatorios induzidos na infecgao
humana natural, associados com a progresséo e a cura da doenga, assim como com
0s mecanismos de protegdo a mesma, sao fundamentais para o desenvolvimento de
uma vacina eficaz ou imunoterapia no futuro.

Os avangos no entendimento das leishmanioses estdo direcionados para a
relagao parasito-hospedeiro, incluindo a viruléncia das diferentes espécies do parasito,
as diretrizes da resposta imune e as manifestagdes clinicas da doenga (de Mendonca
et al., 2015; Jones et al., 1998; Silveira et al., 2009). No que diz respeito a resposta
imune, a maioria dos estudos tem sido baseados tanto em modelos animais como a
partir de amostras de pacientes, sejam de sangue ou de tecido. Ensaios experimentais,
ex vivo e in vitro, tém sido utilizados para avaliar as caracteristicas fenotipicas e
funcionais das células nestas respostas, principalmente macrofagos, células
dendriticas, neutréfilos e linfocitos T, contribuindo para uma melhor compreensao dos
mecanismos imunorreguladores associados a resolu¢gado ou a manutengao/progressao
da infeccdo (Carlsen et al., 2015; Gollob et al., 2014; Liu and Uzonna, 2012; Santiago
et al., 2000b; Silva et al., 2015; Souza-Silva et al., 2015).

A patogenia da LTA é dependente de uma resposta imune celular que influéncia
a evolucdo clinica da doenga através das fungdes efetoras dos linfocitos T e da
producdo de um perfil de citocinas (Da-Cruz et al., 2002; Gomes-Silva et al., 2007;
Pirmez et al., 1993; Santiago et al., 2000a). Embora as caracteristicas genéticas do
parasito também influenciem na evolugao clinica da LC, a resposta imune desenvolvida
pelo hospedeiro pode ser crucial para os mecanismos de protecédo, assim como para o
dano tecidual e a persisténcia da lesao (Schriefer et al., 2004; Silveira et al., 2009). A

LC é a forma benigna da LTA apresentando altas taxas de cura, seja espontanea ou
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apos a terapia e subsequente protecdo imunoldgica na maioria dos casos. Sendo
assim, os casos que evoluem para a cura representam um importante foco de
investigagdo quanto a resposta imune associada ao controle da infecgéo (de Oliveira-
Neto et al., 2000; Pereira-Carvalho et al., 2013; Vieira-Gongalves et al., 2015).

Varios trabalhos tém mostrado que os linfécitos T CD8* tém um papel crucial na
imunopatogénese da LC, e alguns autores sugerem que estas células sejam essenciais
no processo de cura desta doencga (Bertho et al., 2000; S. G. Coutinho et al., 1998; Da-
Cruz et al., 2005; Ferraz et al., 2015; Nateghi Rostami et al., 2010). Utilizando modelo
murino, foi demonstrado que apds a resolucéo da infecgao primaria, os linfécitos T CD8*
citotoxicos restritos ao MHC-I| e especificos aos antigenos de L. major, podem ser
expandidos quando reestimulados in vitro com estes antigenos (Concei¢ao-Silva et al.,
1988). Em humanos, o aumento da frequéncia de linfocitos T CD8" intralesionais
reforca a hipotese de que estas células estariam envolvidas no processo de resolugéo
das lesdes (Da-Cruz et al., 2005). Por outro lado, outros autores apontam para um
papel deletério dos linfocitos T CD8*, o qual contribuiria para o dano tecidual e
persisténcia da les&o (Brodskyn et al., 1997; Santos et al., 2013).

Com base nos conhecimentos obtidos acerca do papel-chave dos linfocitos T
CD8" na resposta imune da LC, torna-se importante a distingdo entre as subpopulagdes
naive, efetora e de memoria devido a suas fungdes distintas, as quais podem direcionar
0 curso da resposta imune. Além disto, estes tipos celulares funcionalmente distintos
podem estar sujeitas a morte por apoptose de forma diferenciada, em raz&do de um
estimulo antigénico (Brunner et al., 1995; Grayson et al., 2002). Neste contexto, nosso
grupo demonstrou que os pacientes de LC que evoluiam para a cura espontanea
apresentavam uma menor taxa de linfocitos T CD8" em apoptose na lesdo, mostrando
que a maior frequéncia destas células apoptéticas estaria associada a persisténcia da
doenca (Bertho et al., 2000).

Sabendo que na LC, a resposta imune é mediada principalmente por linfocitos
T, a avaliagdo das caracteristicas imunoldgicas tem sido baseada na determinagéo da
frequéncia dos linfocitos T CD4* e CD8* e da produgdo de citocinas pelos mesmos
(Bomfim et al., 2007; Da-Cruz et al., 2002; Gomes-Silva et al., 2007). Estas abordagens
tém sido realizadas, predominantemente, a partir de amostra de sangue de pacientes
antes e apos o tratamento, e pouco se sabe a respeito das caracteristicas da resposta

imune desencadeada nos pacientes durante a terapia antimonial.
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E provavel que as espécies de Leishmania tenham influéncia na resposta ao
tratamento com antimoniais devido a diferencas na susceptibilidade das mesmas as
drogas leishmanicidas (Arevalo et al., 2007), embora os antimoniais parecem ser, direta
ou indiretamente imunomodulatorios (Hartley et al., 2013). Sabendo que o tratamento
€ eficaz na maioria dos casos de LC, pincipalmente no Estado do Rio de Janeiro, o
mesmo estaria associado ao desenvolvimento de uma resposta imune eficaz o
suficiente para controlar a infeccdo. No modelo murino, foi observado que, nos animais
incapazes de produzir IFN-~, 0 uso do antimonial foi ineficaz, sugerindo que a eficacia
do antimonial seja dependente de uma imunocompeténcia (Murray and Delph-Etienne,
2000). Pouco se sabe a respeito dos mecanismos moleculares da agdo dos antimoniais
e um dos modelos de acio proposto é a ativagao de células do sistema imune inato e
adaptativo, induzindo uma resposta imune antileishmanicida que contribui ndo so6 para
o controle da infecgdo mas também para a protegéo. Ja foi sugerido que os antimoniais
induzem um aumento da expressdo de MHC de classe | na superficie de macrofagos e
que isto contribuiria para a apresentagdo dos antigenos de Leishmania para linficitos T
CD8* (Haldar et al., 2011).

De acordo com esta perspectiva, na primeira etapa deste trabalho (Artigo ), n6s
avaliamos grupos de pacientes em trés diferentes momentos: antes da terapia
antimonial (PAT); durante a terapia (PDT) e apds o tratamento antimonial (PPT). A partir
de amostras de sangue periférico nds avaliamos a frequéncia de linfocitos T CD8" totais
e efetores, assim como a frequéncia destas células em apoptose, em ensaios ex vivo
e in vitro. Embora os grupos estudados na primeira etapa deste trabalho ndo tenham
sido formados pelos mesmos pacientes em sua totalidade, os resultados obtidos
mostraram caracteristicas associadas ao desenvolvimento de uma resposta imune que
estaria levando os pacientes a cura clinica, na qual linfécitos T CD8* efetores estariam
envolvidos. Nossos dados mostram também que sob a influéncia da terapia ha uma
alteracao da frequéncia dos linfocitos T CD8* totais e efetores; da frequéncia destas
células respondedoras aos LbAg; e da frequéncia de células em apoptose.

Embora a frequéncia de linfécitos T CD8* totais seja semelhante entre os PAT e
os PPT, a menor frequéncia destas células nos PDT pode ser associada a uma maior
taxa de apoptose destas células. Os resultados obtidos in vitro confirmam que, durante
a terapia os LbAg induziram apoptose dos linfocitos T CD8" e taumento da frequéncia
de linfécitos T CD8* totais tanto durante como apds a terapia, mas nao induzem

apoptose das células nos PPT. Estes dados sugerem que a menor indu¢ao de apoptose
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de linfécitos T CD8" nos PPT pode estar associada a cura destes individuos. Estes
dados estdo de acordo com resultados obtidos anteriormente pelo nosso grupo, nos
quais a cicatrizacao das lesdes estava associada a uma menor frequéncia de linfocitos
T CD8* em apoptose (Bertho et al., 2000).

Assim, a terapia antimonial parece induzir uma alteragdo na frequéncia total de
linfécitos T CD8*, a qual se mostra recuperada apos o tratamento. Além disso, ao final
da terapia os linfécitos T CD8* parecem responder mais intensamente aos LbAg, visto
que ha aumento da frequéncia destas células respondedoras do PPT. Estes dados
corroboram aqueles descritos por Da-Cruz e colaboradores (Da-Cruz et al., 2002), os
quais sugerem que o aumento da frequéncia destas células ao final do tratamento
estaria associado a resolucdo da lesdo. No entanto, neste trabalho, os autores
comparam os dados obtidos antes e apds a terapia. Sendo assim, nés avaliamos esta
resposta durante a terapia e observamos que o aumento dos linfécitos T CD8*
respondedores aos LbAg sé ocorre na fase final do processo de cura, sendo um
processo tardio e podendo estar relacionado com o desenvolvimento de linfocitos T
CD8* de memoria.

Apesar de estabelecermos associagdes entre a frequéncia da populacéao total de
linfécitos T CD8", a taxa de apoptose e o potencial respondedor destas células aos
LbAg, para melhor entender o papel destas células na resposta imune, nés decidimos
avaliar células T CD8" efetoras, utilizando os anticorpos anti-CD45RA e anti-CD27,
como marcadores (CD45RA* CD27) (Hamann et al., 1999). Ao avaliarmos a frequéncia
de células T CD8" efetoras durante o tratamento e ao final da terapia, observamos que
os LbAg induzem um aumento da frequéncia destas células. Ja foi demonstrado que
durante a terapia antimonial os pacientes de LC apresentam uma resposta proliferativa
de linfocitos frente a LbAg, superior aquela observada nos pacientes antes do
tratamento (Mendonga et al., 1986). Neste estudo, o alto indice de proliferagdo de
linfécitos de pacientes em tratamento foi relacionado a destruicdo de parasitos, assim
como os efeitos benéficos da terapia foram associados a uma inducido de células T
especificas aos LbAg. Outros autores sugeriram que a persisténcia de uma resposta
proliferativa de linfocitos, apds o inicio do tratamento convencional com Glucantime®,
estava associada a presenca in vivo do antigeno e que, no decorrer da evolugao para
a cura, este estimulo in vivo teria uma tendéncia a diminuir (Toledo et al., 2001). Estes
dados mostram que a terapia antimonial altera a resposta imune desencadeada pelo
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hospedeiro, a qual acompanha o processo de destruicdo do parasito desencadeado
pelo medicamento.

Considerando que o Glucantime® €& uma droga leishmanicida, a maior
frequéncia de linfécitos T CD8" efetores poderia ser decorrente de uma grande
quantidade de antigenos circulantes que contribuiria para a indugao destas células. Um
estudo recente mostrou que durante a terapia antimonial ha uma diminuigdo da carga
parasitaria associada a um aumento de linfécitos T na lesdo de LC, sugerindo uma
imunomodulagao destas células durante o tratamento (Meymandi et al., 2011). Assim,
a menor frequéncia de linfocitos T CD8" efetores observada nos PPT parece estar
associada a redugao da estimulag&o antigénica devido ao controle da parasitemia apds
a terapia. A maior liberacédo de antigenos durante o tratamento pode ser responsavel
pela inducao de linfécitos T CD8* efetores, mas também pela indugdo de apoptose
destas células, observada nos PDT, sugerindo que ocorra uma morte celular induzida
por ativagdo (AICD - do inglés activation-induced cell death). A apoptose de linfocitos
T tem sido observada durante as infec¢gdes por Trypanosoma cruzi (DosReis and
Lopes, 2009), Plasmodium sp. (Matsumoto et al., 2000) e Leishmania sp. (Bertho et al.,
2000; Das et al., 1999). A morte destas células parece modular o processo de expansao
clonal e diferenciacdo celular, resultando em producido insuficiente de citocinas
(Guillermo et al, 2009).

Tanto em pacientes infectados por Leishmania como em modelos experimentais,
tem sido descrita e discutida a influéncia da apoptose na imunopatogenia da doenca.
Em camundongos suscetiveis a L. donovani, foi observado um aumento da apoptose
de linfocitos T CD4" apds a ativagao destas células com consequente redugao da
producédo de IL-2 e IFN-~ (Das et al., 1999). A resposta do tipo Th1 em camundongos
infectados por L. major ou por L. donovani parece ser modulada pela indugdo do
processo apoptético em linfécitos T CD4* e modulagéo da producao de IFN-« por estas
células (Huang et al., 1998). Além disso, a anergia celular induzida por antigenos de L.
amazonensis, principal agente etiolégico da leishmaniose cutanea difusa, esta
associada a apoptose de linfocitos T, que prejudicaria a apresentagao antigénica pelos
macrofagos, resultando em uma ativagao reduzida da resposta imune celular (Pinheiro
et al., 2004). Em camundongos suscetiveis a infecgdo por L. major (BALB/c) foi
observado um aumento progressivo deste processo de morte celular programada nos
orgaos linféides, enquanto nos camundongos resistentes a esta infecgdo, havia apenas

uma apoptose transitoria (Desbarats et al., 2000).
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A maioria dos resultados que descrevem a apoptose como fenémeno
imunomodulador da resposta imune celular na LC foram obtidos em modelos
experimentais. Sendo assim, nosso grupo vem mostrando a influéncia deste fenémeno
na LC humana causada por L. braziliensis. Nossos resultados mostram que os PPT
apresentam uma menor frequéncia de linfocitos T CD8* efetores em apoptose,
comparados com os individuos em tratamento. Em resposta aos LbAg, ha um aumento
da inducédo de linfécitos T CD8* efetores durante e apds a terapia. No entanto, essa
inducéo € acompanhada do aumento da frequéncia de células apoptaticas, que ocorre
mais intensamente durante a terapia. Estes dados sugerem que haja uma apoptose de
linfécitos T CD8* transitoria, que acompanha a indugao de linfocitos T CD8* efetores e

qgue parece ser diminuida com a evolugao para a cura.

A severidade da LC é caracterizada pelo tamanho da lesdo e do infiltrado
inflamatorio (Oliveira et al., 2011) e alguns autores mostraram que o tamanho da les&o
estava relacionado com a frequéncia de linfécitos T ativados antes da terapia (Schriefer
et al., 2008). Nossas analises de correlagao entre o tamanho das lesdes e a frequéncia
das populacdes celulares estudadas mostrou que os PDT que apresentaram as
maiores frequéncias de linfécitos T CD8" apoptoticos eram aqueles que apresentavam
as maiores lesdes, sugerindo que a apoptose destas células esteja associada a um
efeito deletério. Por outro lado, os PDT e os PPT que apresentavam uma maior
frequéncia de linfocitos T CD8" efetores eram aqueles com as menores lesdes,
sugerindo que os linfocitos T CD8* possam ter um papel protetor.

Resultados do nosso grupo também mostraram que as maiores lesdes estavam
correlacionadas com uma menor frequéncia de clones de linfocitos T CD8™" efetores e
de memoria central que expressam Vo2, sugerindo que uma modulagdo negativa
destes clones esteja associada a um maior dano tecidual, e que 0os mesmos possam
ter um papel protetor. Além disso, nds sugerimos que os clones de linfécitos T CD8*
que expressam Vo4 2 ou Vo2 possam estar envolvidos em uma resposta imune efetora
anti-Leishmania (Ferraz et al, 2015). Estes dados reforgam o papel dos linfécitos T
CD8* na evolugdo para a cura e destaca que alguns clones possam ser
preferencialmente selecionados durante a doencga ativa e apds a cura clinica, podendo
ainda participar da manuteng¢ao da resposta protetora.

Dados da literatura mostram que a infecgao por Leishmania induz uma imunidade
duradoura através, principalmente, de células de memoria central, sendo capaz de

controlar o patdgeno e proteger os individuos de uma reativagdo ou reinfecgdes
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(Coutinho et al., 2002; Gollob et al., 2005; Okwor and Uzonna, 2008; Zaph et al., 2004).
Com a persisténcia parasitaria apds cicatrizagado da lesdo, o sistema immune pode
permanecer em constate estimulacdo, de forma a manter o pool de células efetoras
especificas aos antigenos de Leishmania. Deste modo, os linfocitos T CD8* que
permanessem na circulagdo apds a remissao parecem exercer relevante papel no
estabelecimento da cura clinica e controle da parasitemia. Uma avaliacao criteriosa dos
perfis da resposta immune estabelecida desde a doenca ativa até o fim do tratamento,
se faz de grande valia para a definicdo de parametros imunoldgicos associados ao
desenvolvimento para a cura clinica da LC. Sabendo que os pacientes curados de LC
apresentam cura clinica estavel mesmo longo tempo apds a cicatrizacdo, € importante
considerar que este fendbmeno parece ser decorrente de uma resposta imunologica que
permanence eficiente em controlar a parasitemia sem, no entanto, apresentar niveis de
ativagao desregulados a ponto de levar a destrui¢ao tecidual e consequente recidiva da
lesdo ou evolugdo para a forma mucosa. Assim, € possivel que a resposta immune
desencadeada a partir do tratamento seja aquela montada em favor do equilibrio
parasito/hospedeiro e seja mantida apds a terapia, ao longo dos anos.

Assim, na primeira etapa do nosso trabalho, nés mostramos importantes
diferencas entre a frequéncia de linfocitos T CD8*" nos grupos estudados,
caracterizando fases inicias e finais do processo de cura clinica. Estes dados sugerem
gue o desenvolvimento de uma resposta imune que leve a cicatrizagao da lesao possa
envolver a modulacéo de linfécitos T CD8* durante e apds a terapia. Ruiz e Becker
(2007) sugerem que os linfoécitos T CD8* estejam implicados no controle da infecg&o
através dos mecanismos de citotoxicidade e de producdo de IFN-~, sendo estas as
principais fun¢des destas células. Enquanto alguns autores sugerem que na LC
humana os linfocitos T CD8" citotdxicos sejam importantes na destruicdo de
macrofagos infectados (Bousoffara et al., 2004; Smith et al., 1991), outros apontam para
um papel destas células citotdxicas no dano tecidual (Cardoso et al., 2015; Santos et
al., 2013). Outros estudos sugerem que a presenga de linfécitos T CD8* citotoxicos
estaria associada ao dano tecidual na leishmaniose mucocutédnea (Brodskyn et al.,
1997), assim como na progressao das lesdes de pacientes de LC (Faria et al., 2009).
No entanto, neste ultimo trabalho, os autores sugeriram que além dos linfocitos T CD8",
outras populagdes citotdxicas estariam presentes nas lesées de LC e LM. Em um
estudo de populagdes celulares em lesdo de LC, os autores sugerem que o dano

tecidual € mais influenciado pela resposta citotoxica por linfécitos T do que pela
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presenga dos parasitos (Esterre et al., 1992). Outros autores mostraram que a
producédo de granzima B é uma via importante na lise de células infectadas por L.
braziliensis, embora induza dano tecidual (Cardoso et al., 2015). Devido ao fato dos
mecanismos que medeiam a citotoxicidade ainda n&o estarem totalmente definidos na
LC, nés hipotetizamos que além dos linfocitos T CD8*, as células NK, que sé&o
classicamente citotoxicas, as células NKT, e os linfécitos T CD4*, T CD4*CD8" (duplo-
positiviso, DP) e T CD4:CD8" (duplo negativos, DN) também poderiam atuar como
células citotoxicas exercendo um papel imunomodulador nesta doencga.

Apesar da les&o estar primordialmente confinada a pele, a repercussao sistémica
pode oferecer importantes caracteristicas imunologicas. Assim, além de explorar a
distribuicdo de populagbes celulares citotoxicas na resposta imune localizada, nos
também avaliamos o potencial citotoxico de células obtidas de sangue periférico, quanto
a produgao de perforina em resposta aos antigenos de L.braziliensis. Avaliamos também
se esta resposta era diferente em trés momentos distintos da doencga: antes, durante e

apos a terapia antimonial, através de um estudo longitudinal.

Os padrodes de frequéncia de células citotoxicas observados a partir de amostras
do sangue periférico foram bastante diferentes daqueles observados nas lesdes. Nos
mostramos que apos o cultivo in vitro das CMSP, as células NK e NKT apresentavam
as maiores frequéncias de células citotdxicas, enquanto os linfécitos T DN foram os
menos frequentes, em todas as etapas da infecgdo. Os individuos sadios também
apresentaram uma distribuicdo de células citotoxicas semelhantes aos pacientes,
embora em frequéncias mais baixas. Sendo assim, na auséncia ou na presenga de
infeccdo o comprometimento citotoxico das células NK, NKT, linfécitos T CD4",
linfocitos T CD8* e linfocitos T DN obtidos do sangue periférico, ndo se altera entre as
populagdes celulares estudadas. Isto nos leva a hipotetizar um recrutamento seletivo
destas diferentes populag¢des celulares para a lesao, principalmente de linfécitos T DN
e células NKT, os quais no sangue periférico sdo pouco frequentes, mas foram as mais
prevalentes nas lesdes de LC.

Em relagao a reposta aos LbAg ao longo do processo de cura, nds observamos
que a frequéncia de linfocitos T CD4* citotoxicos ndo aumenta em nenhuma das fases
da terapia e a média entre a frequéncia destas células é semelhante a observada nos
IS. Embora possa ser observado um aumento ou diminuicdo da frequéncia destas

células citotoxicas respondedoras ao LbAg em alguns pacientes, tanto durante como
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apo6s o tratamento, nossos dados ndo indicam um padrao de inducéo de citotoxicidade
pelos linfocitos T CD4™.

Os pacientes que apresentavam as maiores frequéncias de linfocitos T DN
citotoxicos respondedores aos LbAg apresentaram uma diminuigdo gradual da
frequéncia destas células ao longo do processo de cura. Enquanto os PAT apresentam
uma variagao da frequéncia destas células DN respondedoras aos LbAg, com alguns
PAT apresentando baixas frequéncias, ao final da terapia ha uma homogeneidade
destes valores e todos os pacientes apresentam baixa frequéncia de linfécitos T DN
citotoxicos que respondem aos LbAg, semelhante aos IS. Estes dados sugerem que a
uma modulagao destas células citotdxicas a niveis basais esteja envolvida no processo
de cura clinica esteja, indicando que os linfocitos T DN citotoxicos tenham um papel
associado a patogénese. Pouco se sabe a respeito da indugéo de linfécitos T citotoxicos
e do recrutamento destas células para as lesées de LC. No entanto, nossos dados nos
leva a questionar se esta modulagdo de linfécitos T DN citotoxicos n&o estaria
associada a um menor recrutamento destas células para o sitio da les&do, diminuindo a
influéncia destas células citotoxicas no dano tecidual?

Independente da fase da doenga os LbAg induziram as células NK a produzirem
perforina. Embora tenhamos observado uma diminuicdo da frequéncia das células NK
nos PDT, nao identificamos nenhum padrédo associado a doenca ativa ou a evolugao
para cura. Apesar da maioria dos pacientes apresentar altas frequéncias de células NK
citotoxicas respondedoras aos LbAg nos trés grupos, as células NK ndo parecem ser
recrutadas para o sitio da leséo, visto que a frequéncia das mesmas € inversamente
proporcional a frequéncia de células NK citotdxicas na lesdo.

Durante o tratamento, a diminuigdo da frequéncia de linfécitos T CD8" e células
NKT respondedoras produzindo perforina sugere que haja uma modulagao da resposta
citotdéxica por estas células, a qual estaria associada a evolugao para a cura. Assim,
tanto as células NKT quanto os linfécitos T CD8* citotoxicos teriam um potencial
deletério na LC, embora as células NKT tenha uma maior influéncia sob a reposta
citotoxica nas lesdes. A especificidade antigénica das células NKT é pouco elucidada,
embora acredita-se que a maioria destas células, as chamadas NKT invariantes
reconheca antigenos lipidicos através da molécula CD1d. E possivel, que além de
responder aos LbAg, estas células também possam atuar de forma inespecifica. Por
outo lado, ja foi sugerido que a ativagao de células NKT pode contribuir para a ativagéao
de linfécitos T CD8" citotoxicos e produtores de IFN-« (Nishimura et al., 2000). Assim &
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possivel que as células NKT tenham um papel antigeno-especifico na resposta anti-
Leishmania que pode ser coordenado aos linfocitos T CD8*, no que diz respeito a
citotoxicidade. Embora o papel citotdoxico dos linfocitos T CD8* pareca ser pouco
influente nas lesdes ativas, ndo podemos excluir a hipotese de que estas células podem
contribuir para o dano tecidual. Por outro lado, mesmo os PPT apresentam frequéncia
de linfécitos T CD8* produtores de perforina em resposta aos LbAg superior aos IS.
Estes dados sugerem que uma citotoxicidade moderada dos linfocitos T CD8* poderia
estar relacionada ao controle da parasitemia e resolugdo da lesdo. Com base em
ensaio in vitro de infeccdo de macréfagos, Cardoso e colaboradores (2015) mostram
que os linfocitos T CD8* de individuos com a forma subclinica eram menos citotoxicos
quando comparados com pacientes de LC (Cardoso et al., 2015). A partir dos nossos
resultados, sugerimos que, embora haja uma modulagao destas células, é possivel que
uma reposta citotéxica moderada pelas células NKT e pelos linfécitos T CD8" esteja
associada com a evolugdo para a cura. Assim, os linfocitos T CD8" citotoxicos
participariam da evolugédo para a cura através de uma resposta citotoxica moderada
que contribuiria para a destruicdo de macréfagos infectados sem causar dano tecidual,
embora na doenca ativa possam exercer uma resposta citotoxica exacerbada.

Sendo assim, para melhor compreender o papel dos linfocitos T CD8™ efetores
no processo de cura da LC, nés também avaliamos seu potencial de producao de IFN-
~ em resposta aos LbAg. Esta avaliagdo nos mostrou uma relagéo inversa comparada
a inducdo de células citotdéxicas. Enquanto os LbAg induzem uma modulgdo dos
linfocitos T CD8" citotdxicos durante a terapia, esses antigenos induzem um aumento
de células produtoras de IFN-- Ao final da terapia também ha uma maior indugéo
destes linfocitos T CD8" produtores de IFN-~ quando comparados com os pacientes
com doencga ativa, antes do inicio da terapia. Enquanto a frequéncia dos linfécitos T
CD8" produtores de IFN-~ & maior nos PDT e PPT, quando comparados aos PAT, a
média da frequéncia destas células € semelhante entre os PAT e os IS, sugerindo que
a baixa frequéncia destas células antes do tratamento contribua para a persisténcia da
lesdo. Outros autores ja mostraram que apds estimulo in vitro com antigenos soluveis
de Leishmania, os linfocitos T CD8" eram as maiores fontes de IFN-~em indivduos com
infecgéo subclinica, sugerindo um papel protetor destas células (Cardoso et al., 2015).
Assim, nos reforcamos que os linfécitos T CD8" desempenham um papel anti-
Leishmania no processo de evolugido para a cura, através da modulagdo das células

citotéxicas e a inducao de células produtoras de [FN--.
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E possivel que a apoptose de linfécitos T CD8* esteja associada a modulagéo
destas células CD8" citotoxicas. A indugao de linfocitos T CD8" efetores e o aumento
da apoptose destas células durante a terapia, observados na primeira etapa deste
trabalho, poderia estar associada a inducdo de células produtoras de IFN-- e a
modulagao das células citotdxicas, respectivamente. Ainda, a diminui¢cao destas células
CD8" apoptdticas ao final da terapia pode ser representada pela manutengao de uma
baixa frequéncia de linfécitos T CD8* citotoxicos.

Ap0s o inicio do tratamento também ha uma maior indugéo de linfécitos T CD4*
produtores de IFN-~ e ao final da terapia ainda ha uma maior frequéncia destes
linfécitos T CD4* produtores de IFN-- comparados com os PAT e com os IS. Em
conjunto, estes dados mostram que o processo de cicatrizagdo é acompanhado por
uma maior inducéo de linfocitos T CD4" e linfécitos T CD8* produtores de IFN-w« e que
estes eventos possam ser parte do processo de controle da parasitemia e de resolugéo
da lesdo. A participagédodos linfocitos T CD8" citotoxicos e produtores de IFN- ~ ja foi
demonstrada na patogénese da Doenga de Chagas durante a infecgao experimental de
Trypanosoma cruzi, suportando a hipotese de que os linfocitos T CD8* desempenham
um duplo papel na patogénese de infec¢des intracelulares (Silverio et al., 2012). Ja foi
sugerido também, que os linfécitos T CD4* produtores de IFN-« e citotdxicos, fagam
parte de subpopulacdes diferentes, e exergam um papel duplo na resposta imune, ja
que néo foi observado linfécitos T CD4* com dupla marcagéo para IFN-~ e granzima B
(Naouar et al., 2014). Nossos dados reinforngam esta hipotese, ja que n&o observamos
células que apresentassem concomitantemente producdo de perforina e de IFN-x,
apontando para a participacao de diferentes subpopulagdes de linfécitos T CD4* e T
CD8*.

E possivel que as células NKT produtoras de IFN-- estejam envolvidas na fase
final do processo de cura, ja que ha uma maior indugdo destas células quando
estimuladas com LbAg apés o tratamento. E importante ressaltar, que todos os
pacientes apresentaram aumento da frequéncia de células NKT produtoras de IFN-x
durante ou apds o tratamento, enquanto a frequéncia destas células nos PAT foi
semelhante a dos IS.

Embora alguns trabalhos mostrem que as células NK desempenham um papel
principalmente através da produgéo de IFN-«na LC (Maasho et al., 1998; Nylén et al.,
2003), nés ndo observamos um padrao definido quanto a producéo de IFN-~ por células

NK respondedoras aos LbAg.
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Em relagdo as células DN produdoras de IFN-- Gollob e colaboradores
mostraram que as células DN Jfu=produzem 20 vezes mais IFN-~ do que IL-10, apos
estimulo com antigenos soluveis de Leishmania (Gollob et al., 2008). Embora nés nao
tenhamos analisado as subpopulagdes de células DN separadamente (Uke /),
respondedoras aos LbAg, todos os pacientes apresentaram um aumento da frequéncia
de células DN produtoras de IFN- = durante ou apds a terapia, embora ndés nao
possamos sugerir que o aumento da frequéncia destas células caracterize um evento
associado a evolucgao para a cura.

Ainda nesta segunda etapa do trabalho, o estudo longitudinal nos permitiu
acompanhar o comportamento imunoldgico de cada paciente, ao longo da doencga e do
processo de cura, importantes para estabelecermos parametros associados a
patogenia e a prote¢cao. Nos reforgamos a importancia de incluirmos pacientes durante
o tratamento nos estudos de resposta imune na LC visto que existem alteracdes
imunologicas entre a fase ativa da doenga e a fase de tratamento que podem
representar eventos criticos no processo de indugcdo da cicatrizagdo, controle da
parasitemia e evolugdo para a cura clinica. Como conclus&do desta etapa, sugerimos
que a doencga ativa esteja associada a uma maior indugéo de linfocitos T DN, células
NKT e linfécitos T CD8" citotoxicos e menor producéo de IFN-~por estas células e pelos
linfocitos T CD4*. Apds o inicio da terapia, estes eventos imunologicos parecem ser
alterados e acompanham o processo de cura.

Na terceira etapa do presente estudo (Artigo Il) nos avaliamos o
comprometimento e a distribuicdo de populagdes celulares citotéxicas na lesdo de
pacientes de LC. Considerando as seis diferentes populagdes potencialmente
citotdéxicas, nao ha relatos na literatura da distribuicdo das mesmas em lesdes de LC.
Ja foi sugerido que os antigenos de Leishmania podem modular as moléculas
responsaveis pela migracdo de células para a les&o influenciando a composi¢ao do
infiltrado inflamatdrio a até a severidade da LC (Mendes-Aguiar et al., 2009). A infegcéo
por Leishmania induz um remodelamento constante do tecido e a organizagéo do
infiltrado inflamatério parece ser influénciada pela resposta imune, favorecendo o
recrutamento e a proliferac&o in situ de linfocitos na pele (Da-Cruz et al., 2005; Nylén
and Eidsmo, 2012). Dados histopatolégicos de lesdes de LC mostram um padréo
celular transitério e reversivel, que pode ser alterado de acordo com a progressao da
doenga (Barral et al., 1987). Em um estudo de populagdes celulares em lesdo de LC,

0s autores sugerem que o dano tecidual € uma consequéncia da resposta imune
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citotoxica mediada por células T (Nylén and Eidsmo, 2012), embora s6 tenham
considerado os linfécitos T CD4" e linfécitos T CD8*.  Por outro lado, outros autores
sugerem que a produgao de granzima B seja uma importante via envolvida na lise de
mondacito infectados por L. braziliensis (Cardoso et al., 2015). Assim, o recrutamento de
diferentes populagdes celulares com potencial citotéxico oara a lesdo poderia
influenciar o efeito localizado da citotoxicidade exercido pelas mesmas.

As células efetoras especificas aos antigenos de Leishmania estao
concentradas nos sitios inflamatorios e devem participar dos mecanismos imunologicos
necessarios para conter a replicagdo do parasito, podendo também gerar eventos
patogénicos que resultam em dano tecidual (Conceigéo-Silva et al., 1990; Da-Cruz et
al., 2010). Nés mostramos que a frequéncia das células citotdéxicas na lesdo de
pacientes com a fase ativa de LC €& diretamente proporcional a frequéncia destas
mesmas populagdes celulares obtidas do sangue periférico, nos pacientes com a forma
ativa, sendo respondedoras aos LbAg. Sendo assim, a atividade citotoxica das
diferentes populacdes celulares nas lesdes de LC parecem representar uma atividade
efetora em resposta aos antigenos de L. braziliensis, com excessao das células NK,
cuja frequéncia na lesao e no sangue apresentou uma correlagado negativa. Por outro
lado, a frequéncia de linfécitos T DN citotoxicos respondedores aos LbAg foi
diretamente proporcional a frequéncia de células DN citotoxicas na lesdo, sugerindo
esta populagdo possa exercer uma resposta citotdxica anti-Leishmania nas lesdes
ativas.

Nés observamos que nas lesdes de LC a frequéncia de linfocitos T CD8" e
linfécitos T CD4" sdo semelhantes, corroborando os dados encontrados por outros
autores (Da-Cruz et al., 2005). No entanto, a populagao de linfécitos mais frequente nas
lesdes de LC foram os linfocitos T duplo-negativos (DN). Antonelli e colaboradores
(2006) sugerem um recrutamento de células DN do sangue para a les&o de pacientes
de LC, visto que estes apresentam menores frequéncias destas células no sangue
quando comparados a individuos sadios. Ja foi demonstrado que em pacientes de LC,
a frequéncia de células DN que expressam TCR Jfu+estariam aumentadas, enquanto
que em individuos sadios, 80% das células DN expressam TCR /-, sugerindo que os
linfocitos T DN participam de uma resposta anti-Leishmania, principalmente aqueles
que expressam o TCR uéu« (Antonelli et al., 2006). Em modelo murino o papel dos
linfocitos T DN em uma resposta anti-Leishmania foi recentemente demonstrado por

Mou e colaboradores (2014). Neste trabalho foi mostrado que em camundongos
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infectados com L. major a maioria das células DN também expressam TCR ufus as
quais apresentam fungdes semelhantes as células de memodria, proliferando
rapidamente e produzindo granzima B, IFN-«e TNF-u: Além disso, os autores também
mostraram que os linfocitos T DN migram para a leséo e proliferam no local (Mou et al.,
2014). Com base nestes trabalhos, n6s sugerimos que haja um recrutamento de células
T DN para lesées de LC humana e uma possivel proliferacdo das mesmas que
explicaria a alta frequéncia destas células observada nas lesdes dos pacientes de LC.
Embora ndo tenha sido o foco do nosso trabalho, ndés observamos que
aproximadamente 15% dos linfécitos T DN presentes nas lesdes de LC expressavam
TCR +/~ (dados ndo mostrados), sugerindo que a maioria destas células expresse TCR
ufus corroborando os dados na literatura (Antonelli et al., 2006; Mou et al., 2014). Assim,
€ possivel que haja um intenso recrutamento de linfocitos DN para a les&o e que sua
acao citotdxica tem um efeito prejudicial, sendo controlado quando os pacientes entram
em tratamento.

As células NK, NKT e os linfécitos T DP também foram encontrados nas lesoes,
porém em frequéncias mais baixas do que os linfocitos T CD4*, T CD8* e T DN. Alguns
autores mostraram uma heterogeneidade na distribui¢do de linfocitos T nas lesdes de
leishmaniose, embora ndo tenha avaliado a distribuicdo destas seis populagdes. Outros
estudos in situ mostraram que os padrdes histopatologicos podem ser diferentes,
dependendo do local da les&o e da duragado da mesma (Amato et al., 2003; Bittencourt
and Barral, 1991). As lesdes estudadas no presente trabalho variavam de 1 a 6 meses
e eram localizadas em sua maioria na perna e no brago. Entretanto, nenhuma
associacao entre a frequéncia de células e o local ou a duragao da lesao foi encontrada.

No&s investigamos um possivel papel da citotoxicidade na imunopatogenia da LC
e observamos que quanto maior a frequéncia total de células citotoxicas e a quantidade
de granzima B liberada nas lesbes, maior o tamanho da les&do, sugerindo que a
citotoxicidade influencie no dano tecidual. Interessantemente, ndés n&o observamos
correlagdo entre o tamanho da lesdo e a frequéncia de uma populagdo citotoxica
especifica, sugerindo que o dano tecidual associado a citotoxicidade seja influenciado
por um conjunto de populagdes citotoxicas e ndo apenas por uma populagéo celular.
As maiores lesdes também foram associadas a maior quantidade de IFN--e de TNF-«
liberados na lesdo. Estes dados corroboram aqueles encontrados por outros autores,
no qual também mostraram que a producio de IFN-«e TNF-wapdés estimulo de CMSP

in vitro com antigenos soluveis de Leishmania estava associada ao tamanho da lesdo
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e (Antonelli et al., 2005), sugerindo que o dano tecidual esteja associado a atividade
pré-inflamatéria. Embora a producdo de IFN-« e TNF-_«seja crucial para a ativagéo da
magquinaria leishmanicida nos macrofagos, alguns estudos associaram a alta produgéo
destas citocinas a exarcerbagao das lesdes de pacientes de LC e principalmente na
LM, onde observou-se uma alta producao destas citocinas no soro de pacientes e baixa
atividade de citocinas anti-inflamatérias (Castés and Tapia, 1998; Da-Cruz et al., 1996;
Ribeiro-de-Jesus et al., 1998). A producdo exacerbada de IFN-w poderia induzir uma
estimulacédo intensa de macrofagos, os quais sdo fontes de agentes oxidativos e
enzimas relacionadas a destruicdo de queratindcitos e ao dano tecidual. Embora a
atividade pro inflamatdria seja necessaria no controle da parasitemia, nés reforgamos
a hipétese de que o dano tecidual durante a doenga ativa esteja associado a uma
intensa atividade inflamatoria, adicionando a citotoxicidade como um fenbmeno que
pode estar associado a este efeito deletério.

Embora as células citotéxicas tenham a capacidade de destruir macréfagos
infectados, as amastigotas presentes nos macrofagos podem ser liberadas podendo
invadir outras células, dando continuidade a infecgdo (Smith et al., 1991). Sob esta
perspectiva o dano tecidual associado a citotoxicidade poderia ser explicado por esta
persisténcia do parasito e infecgdo de novas células. Assim, tornou-se importante no
nosso estudo, avaliarmos a participagdo de diferentes populagdes citotoxicas na
resposta imune que acontece no microambiente das lesdes de LC. Através de uma
analise por citometria de fluxo nés mostramos a frequéncia destas células (células NK,
NKT, linfécitos T CD4*, T CD8*, DP e DN) em amostras teciduais obtidas de pacientes,
a qual representa o comprometimento de cada uma destas populagdes celulares com
a citotoxicidade. Uma outra abordagem de analise citofluorimétrica que utilizamos foi
avaliar, a partir do total de células citotdxicas, a distribuicdo das diferentes populagcdes
celulares a fim de determinar quais predominam nas lesdes de LC.

Tem sido mostrado que os linfécitos T DN desempenham tanto um papel
associado a patogénese como um papel regulador na LC, através da produgéao de
citocinas (Gollob et al., 2008). Por outro lado, estas células ainda n&o foram descritas
nas lesdes de LC e seu potencial citotoxico € pouco explorado nos estudos em
leishmaniose. Assim, mostramos pela primeira vez que os linfocitos T DN estdo
presentes nas lesbes como a populacao de linfécitos mais frequente, e como as células
citotoxicas em maior distribuicdo. Estas analises mostraram que os linfécitos T DN

representam mais de 40% de todas as células citotdxicas estudadas, dez vezes mais
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do que os linfocitos T CD8*. Diante desta proporcado de distribuigcdo, as células DN
podem exercer um papel critico no dano tecidual, apresentando um importante papel
na patogénese da LC.

As células NKT representam a populagdo mais comprometida com a
citotoxicidade e a segunda populagéo citotoxica mais presente nas lesdes. Em modelo
murino foi mostrado que as células NKT bloqueiam a expansdao dos parasitos e
direcionam a resposta imune através da produgao de citocinas (Ishikawa et al., 2000;
Joyee et al., 2010). Em humanos foi mostrado que estas células tém um importante
papel na resposta imune inata na malaria, na prote¢cao contra neoplasia e no controle
de infecgdes virais (Smyth et al., 2002; Vasan and Tsuiji, 2010; Wu and Van Kaer, 2009).
Em leishmaniose, seu papel s6 foi descrito na leishmaniose visceral, desempenhando
um papel duplo, dependendo do subset de células NKT, podendo ser CD4" ou CD8".
Nossos resultados, mostram, pela primeira vez, a presenca e o papel de células NKT
citotéxicas em lesdo de LC. Nossos dados apontam para uma participagao critica das
células NKT citotoxicas na resposta imune localizada, podendo contribuir para o dano
tecidual. Resultados semelhantes foram obervados recentemente pelo nosso grupo
através de um estudo baseado em amostras de sangue periférico de pacientes de LC,
no qual observou-se uma menor frequéncia de células NKT citotoxicas em pacientes
clinicamente curados quando comparados com pacientes antes do tratamento,
sugerindo que uma alta frequéncia destas células estaria relacionada com a fase ativa
da LC (Cunha CF, comunicagao pessoal). Interessantemente, tanto as células NKT,
como os linfécitos T DN, ja foram descritos como células altamente ativadas (Gapin et
al., 2013; Gollob et al., 2008). Esta caractetistica compartilhadas pelas células NKT e
DN poderia contribuir para sua intensa participacdo na resposta citotéxica na LC.

Ja foi mostrado que na LM ha uma maior frequéncia de células NK nas lesdes
que recidivam, quando comparadas com os casos de cura, sugerindo que a frequéncia
destas células seja um marcador de progndstico (Tuon et al., 2008). N6s observamos
uma baixa frequéncia de células NK nas lesbes de LC, principalmente quando
comparada com a frequéncia de linfécitos T CD4* e DN. Sabendo que os pacientes
avaliados no presente estudo apresentaram cura clinica apds o tratamento, a baixa
frequéncia de células NK nas lesdes ativas poderia contribuir para a protecéo e evitar
casos de recidiva. No entanto, o papel das células NK citotoxicas na LC tem sido
associado tanto a patologia como a protegdo. Alguns autores sugerem que o papel

protetor destas células estaria associado a lise de promastigotas celulares e
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macrofagos infectados (Aranha et al., 2005; Lieke et al., 2011; Maasho et al., 1998).
Por outro lado, outros autores postulam que estas células ndo sejam essenciais para o
controle da LC e que as células mieldides s&o resistentes a lise induzida por células NK
(Bogdan, 2012). Também ha evidencias de que as células NK citotoxicas contribuem
para a exacerbacdo do dano tecidual (Machado et al., 2002b). N6és observamos que
somente 5% das células NK apresentaram perfil citotéxico, o que representa apenas
3% do total de células citotoxicas nas lesdes de LC estudadas. Estes dados sugerem
que as células NK exercam pouca influéncia sobre o perfil citotoxico observado nas
lesbes de LC.

Até o momento, as células DP tém sido pouco estudadas nas leishmanioses. Na
presente tese, nds observamos a presenca de linfécitos T DP, embora esta tenha sido
a populacao celular menos frequente nas lesdes de LC. Outros autores sugerem que
os linfocitos T DP s&o encontrados no sangue, na pele e em tecidos linféides como
células maduras altamente ativadas (Overgaard et al., 2015). De acordo com este artigo
recente de revisdo, os autores descrevem uma heterogeneidade da populagdo de
células DP, as quais podem desempenhar papéis supressores e citotoxicos. Estas
células ja foram descritas em lesbes de esclerose multipla, apresentando fungdes
regulatodrias (Eljaafari et al., 2013; Parel et al., 2007), e na infec¢ao pelo HIV apresentam
uma alta capacidade proliferativa e efetora (Frahm et al., 2012). Nosso trabalho mostra
qgue estas células tem um potencial citotéxico, apresentando uma frequéncia de células
CD107a" semelhante a frequéncia de linfécitos T CD8" e células NK citotoxicas.
Embora o recrutamento destas células para a lesao n&o esteja elucidado, nossos dados
sugerem que os linfocitos T DP citotoxicos possam participar dos eventos imunolégicos
gue ocorrem nas lesdes de pacietes com a fase ativa da LC.

O papel crucial dos linfécitos T CD4* em direcionar a resposta imune anti-
Leishmania através de um perfil de citocinas esta bem definido (Carvalho et al., 2012;
Da-Cruz et al., 2002). No entanto, o papel dos linfocitos T CD4" citotéxicos na LC ainda
é pouco explorado (Naouar et al., 2014; Nylén and Eidsmo, 2012).

Nylén e Edismo (2012) indicam que a degeneracéao basal de queratindcitos pode
ser resultado da interagao dos linfocitos T CD4™ citotoxicos com as células epidermais
expressando antigenos de Leishmania (Nylén and Eidsmo, 2012). Recentemente,
nosso grupo também observou que os linfocitos T CD4" citotoxicos obtidos do sangue
periférico podem participar da resposta imune de pacientes de LC (Cunha CF,

comunicacao pessoal). No atual trabalho, nés mostramos que estas células T CD4*
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citotéxicas se encontram presentes na lesdo e produzem perforina em resposta aos
antigenos de L.braziliensis. Os linfécitos T CD4* parecem estar envolvidos na reposta
imune localizada, uma vez que apresentam uma frequéncia de células citotoxicas
significativa na lesdo, quando comparada com a frequéncia das células NK e de
linfocitos T CD8™ citotoxicos.

Os linfécitos T CD8* apresentaram as menores frequéncia de células citotdéxicas
nas lesdes de LC. Faria e colaboradores sugerem que a frequéncia de linfécitos T CD8*
expressando granzima B estaria diretamente associado a intensidade da reacéo
inflamatoria das lesbes ulceradas de LC. Santos et al. (2013) mostraram que ha um
recrutamento de linfécitos T CD8* de memoria para a lesdo de pacientes de LC causada
por L.braziliensis e persisténcia dos mesmos no local. Estes autores também
mostraram que a maioria das células CD8" na lesao apresentavam fendtipo de células
de memoria efetora e eram predominantemente citotoxicas. De fato, nés observamos
que a maioria dos linfécitos T CD8" encontrados na lesao apresentavam fendétipo de
células de memoria efetora (CD45RA" CD27-), porém apenas 1,8% do total de linfécitos
T CD8" na lesao eram citotoxicos dados n&do mostrados). Vale destacar que Santos et
al. ndo avaliaram os linfécitos T CD8* como células CD3" e CD56™ em seu protocolo por
citometria de fluxo, possibilitando a inclusdo de outras populag¢des linfocitarias, como
células NK e NKT nesta analise, o que poderia acarretar em resultados diferentes em
relagédo a frequéncia de linfocitos T CD8" citotoxicos na leséo.

Embora outros trabalhos da literatura enfatizem o papel dos linfécitos T CD8*
citotoxicos no dano tecidual da LC (Brodskyn et al., 1997; Faria et al., 2009; Novais e
Scott, 2015), os nossos resultados mostram que os linfécitos T CD8" s&o pouco
comprometidos com a citotoxicidade que ocorre na lesdo de LC se comparados com a
frequéncia de outras células citotdxicas. Os linfécitos T CD8" citotoxicos representam
apenas 4% do total de linfocitos T CD8" nas lesdes de LC, e apenas 3% do total de
células citotoxicas. Com base nestes dados, nds sugerimos que o dano tecidual
associado a atividade citotoxica observado nas lesdes dos pacientes de LC, ndo é
causado pelos linfécitos T CD8*, embora nds ndo possamos excluir a possibilidade
desta populacéo citotoxica exercer um papel deletério.

Nesta terceira etapa do trabalho, nés nos concentramos na investigagado da
atividade citototoxica que ocorre no microambiente das lesdes de pacientes na fase
ativa de LC. N6s concluimos que a maior fonte de citotoxicidade nestas lesdes séo as

células DN, sugerindo que estariam associadas ao dano tecidual, assim como as
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células NKT e linfocitos T CD4*. Estas trés populagdes, representam mais de 80% da
atividade citototdxica observada nestas lesdes e, por isso, os linfocitos T DP, linfocitos
T CD8" e as células NK, embora também participem dessa resposta, parecem ter pouca
participacdo na mesma.

Estes dados abrem caminho para uma vis&o mais ampla da citotoxicidade como
fendbmeno imunomodulador, o qual pode ser exercido por populagdes distintas, com
papéis especificos de cada uma delas na resposta imune.

A reunido dos nossos resultados reinforca o papel crucial dos T CD8" na
imunopatogenia da LC, mostrando que a indugcdo de apoptose destas células, a
modulagao da citotoxicidade e a indugao da produgao de IFN- -« sdo eventos criticos na
resolugao da lesdo. A citotoxicidade mostrou-se como um fendmeno imunomodulador
associado ao dano tecidual. No entanto, apesar do efeito deletério dos linfécitos T CD8*
citotdéxicos, os linfécitos T DN e as células NKT parecem ser responsaveis pela
intensidade da atividade citotoxica observada nas lesdes ativas. Por fim, enquanto a
evolucdo para a cura envolve a moderacao da resposta citotéxica das células NKT e
dos linfécitos T CD8", os linfocitos T DN citotoxicos apresentam baixas frequéncias nos
pacientes que apresentam cura clinica, sugerindo que um processo de regulagéo desta
populacao esteja associado a cura.

Embora tenhamos contribuido com alguns esclarecimentos a respeito da
resposta imune por linfécitos T CD8" e por populagdes citotoxicas na leishmaniose
cutdnea causada por L. braziliensis, os resultados obtidos geraram outros
qguestionamentos: as células T DN e as células NKT citotéxicas atuariam de forma
antigeno-especifica? Estas populagbes citotoxicas destroem macrofagos e células
dendriticas infectadas por Leishmania? A destruicido tecidual poderia ser decorrente da
liberacao de proteases por macrofagos hiperativados ou por linfocitos T citotoxicos que
atuariam na destruicado de células epiteliais?

Devido a complexidade da interagao entre o hospedeiro humano e o parasito,
torna-se de grande importancia o estudo dos fenbmenos imunologicos que ocorrem em
uma infecgdo natural por Leishmania, no caso de enxergarmos a possibilidade do
desenvolvimento de uma vacina eficaz e tratamentos alternativos no futuro. O presente
estudo apresentou caracteristicas da resposta imune localizada e sistémica, os quais
nos permitiu estabelecer parametros associados a doencga ativa e a evolugéo para a
cura, principalmente no que diz respeito ao papel dos linfécitos T CD8* e da
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citotoxicidade, abrindo novas perspectivas para futuras abordagens que poderiam

contribuir para um maior esclarecimento quanto a imunopatogenia da LC.
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7. CONCLUSOES

¢ Aintensidade da resposta citotoxica parece estar associada ao dano tecidual na
LC causada por Leishmania braziliensis.

e As alteragbes imunoldgicas que ocorrem durante o tratamento parecem
representar eventos criticos da fase inicial do processo que leva a cura clinica.

e Os linfécitos T CD8" tem um papel protetor na LC, através da producao de IFN-
~ e um papel citotoxico que seria prejudicial, sendo a modulagéo das células citotoxicas
e indugao das céluls produtoras de IFN- ~ fendmenos marcantes da evolugao para a
cura.

e Ainducao de linfocitos T CD8" efetores durante a terapia pode estar associada
a uma maior frequéncia de linfécitos T CD8* produtores de IFN-~ enquanto a indugéo
de apoptose de linfécitos T CD8* efetores pode estar associada a modulagcdo dos
linfocitos T CD8™ citotoxicos.

e A modulagao dos linfocitos T CD8™ e das células NKT citotdxicas parece ser um
evento critico para o processo de cicatrizagdo, embora uma indu¢gado moderada destas
células seja necessaria para a manutengéo da cura clinica.

e Apesar do papel prejudicial de uma resposta citotdxica exacerbada de linfécitos
T CD8", a citotoxicidade associada ao dano tecidual parece ser exercida principalmente
pela atividade de linfocitos T DN e células NKT na les&do, assim como pelos linfécitos T
CD4*.

e O papel citotéxico dos linfécitos T DN foi associado a patogénese da LC e a
manutencao destas células citotoxicas em niveis basais pode contribuir para a evolugao

para a cura clinica.
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