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RESUMO

A resposta imune efetora contra a Leishmania sp. € do tipo Thl/inflamatoria, porém
€ tambem responsavel pela patogénese das lesdes observadas na Leishmaniose.
Tem sido demonstrado que antigenos do Schistosoma sp ou mesmo a infec¢ao €
capaz de modular a resposta do tipo Th1l. No contexto da resposta imune, as células
dendriticas sédo importantes fontes de citocinas pré e anti-inflamatorias e
apresentacao antigénica aos linfécitos T, influenciando na resposta do hospedeiro e
no curso da infec¢do. Avaliamos, in vitro, a capacidade do antigeno rSm29 do S.
mansoni em induzir o perfil regulatério nas células dendriticas e linfocitos e a
susceptibilidade das células dos individuos com esquistossomose a infec¢éo pela L.
braziliensis. O fenétipo das MoDCs e linfocitos foram avaliados por citometria de
fluxo. Os niveis das citocinas nas co-culturas foram avaliados por ELISA e a
infectividade das MoDCs pela L. braziliensis foi avaliada por microscopia Optica e por
marcacao dos parasitos com CFSE. O antigeno rSm29 do Schistosoma mansoni
aumentou a expressdo de marcadores de ativacdo nas MoDCs e das moléculas
associadas a regulacdo nos linfécitos T CD4* e CD8* de individuos com
leishmaniose cuténea, além de modular a resposta inflamatéria e aumento dos
niveis de IL-10 nas co-culturas sem aumentar a carga parasitaria. Mostramos
também que as MoDCs dos individuos com esquistossomose sdo mais suceptiveis a
infeccdo, devido a presenca de um perfil regulatorio nesses individuos, comparados
aos individuos com leishmaniose. Nossos resultados sugerem que o antigeno rSm29
pode induzir uma resposta imune equilibrada desejavel no controle dessa doenca.

Palavras-chave: Leishmaniose., células dendriticas derivadas de mondcitos.,
Linfécitos., Antigeno rSm29., L. braziliensis.



ABSTRACT

Thl-type response is the effector immune mechanism against Leishmania sp.,
however is responsible for pathogenesis of lesions in Leishmaniasis. It has been
shown that parasite antigens or infection by Schistosoma mansoni, is able to
modulate the Thl-type inflammatory response. In this context of the immune
response, dendritic cells are important sources of pro and anti-inflammatory
cytokines and antigenic presentation to T lymphocytes, influencing the host's
response and the course of infection.

We evaluated in vitro the ability of S. mansoni antigen rSm29 to induce the regulatory
profile in dendritic cells and lymphocytes and the susceptibility of cells from
individuals with schistosomiasis to L. braziliensis infection. The phenotype of the
MoDCs and lymphocytes were evaluated by flow cytometry. Cytokine levels in the
co-cultures were evaluated by ELISA and the infectivity of MoDCs by L. braziliensis
was evaluated by light microscopy and by labeling of parasites with CFSE. The
rSm29 antigen from S. mansoni increased the expression of activation markers in
MoDCs and the expression of regulatory molecules associated with CD4* and CD8*
T lymphocytes from individuals with cutaneous leishmaniasis, in addition to
modulating the inflammatory response and increasing IL-10 levels in cultures without
increasing the parasitic load. We also showed that the MoDCs of individuals with
schistosomiasis are more susceptible to infection, due to the presence of a more
regulated profile in these individuals compared to individuals with leishmaniasis. Our
results suggest that the rSm29 antigen can induce a desirable balanced in the
immune response for the control of this disease.

Key words: Leishmaniasis., Monocytes-derived dendritic cells., Lymphocytes.,
rSm29 Antigen, L. braziliensis.
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1 INTRODUCAO GERAL

A leishmaniose € uma doenca endémica na América do Sul e Central, Africa e Asia,
causada por uma variedade de espécies de Leishmania transmitidas pela picada de
flebotomineos infectados (WHO, 2017). Atualmente, mais de 88 paises de clima
tropical e sub-tropical sdo afetados pela leishmaniose, sendo somente em 32 desses
paises a doenca considerada de notificacdo compulsoria, tendo assim um nimero
substancial de casos néo reportados (GONTIJO et al., 2003; WHO, 2017). O Brasil
figura entre os cinco paises mais afetados, apresentando altas incidéncias dessa
enfermidade (WHO, 2017). Na Bahia existe uma elevada incidéncia de leishmaniose
(22/100.000 hab), sendo distribuida principalmente em areas de atividades agricolas
e regibes com desmatamentos (BRASIL, 2017). A doenca afeta individuos jovens e
mesmo criancas que se expdem a infeccdo com frequéncia na atividade agricola,
atingindo individuos em idade produtiva (COSTA et al., 1998).

A Leishmania é um parasito intracelular que causa um amplo espectro de doencas
no homem, variando desde lesdes cutdneas localizadas, na leishmaniose
tegumentar americana (LTA) até as formas viscerais. A LTA apresenta-se
clinicamente sobre quatro formas distintas da doenca: leishmaniose cutanea (LC),
leishmaniose mucosa (LM), leishmaniose disseminada (LD), causadas
principalmente pela L. braziliensis e leishmaniose cutanea difusa (LCD) causada
principalmente pela L. amazonensis (MARSDEN et al., 1990c; a; b; YURDAKUL et
al., 2005). Cerca de 10-15% dos individuos residentes em areas endémicas
apresentam teste de hipersensibilidade tardia a antigenos de Leishmania ou
producdo de INF-y positivos a estes antigenos, entretanto ndo desenvolvem a
doenca, caracterizando uma forma subclinica (FOLLADOR et al., 2002; BITTAR et
al., 2007; SCHNORR et al., 2012).

A leishmaniose cutanea representa cerca de 90 a 95% dos casos de LTA
(BRASIL, 2017). Caracteriza-se, clinicamente, por uma Ulcera cutdanea bem
delimitada com bordas elevadas, com um fundo geralmente granuloso (JONES et
al., 1987). A lesdo cutanea se instala no sitio de entrada do parasito apés periodo de
incubacdo estimado de uma a duas semanas (GONZALEZ et al.,, 2009).
Aproximadamente 3% dos pacientes com LC desenvolvem a doenga mucosa que
afeta principalmente a regido naso-faringea, concomitantemente ou meses apos o

aparecimento da Ulcera cutanea (JONES et al., 1987).
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As principais drogas preconizadas pela OMS para o tratamento sdo o antimonial

pentavalente (ShY) e a anfotericina B. Porém, os efeitos colaterais, a toxicidade e a
faléncia terapéutica observadas apontam para a necessidade de novas estratégias
para o tratamento dessa doenca (SAENZ et al., 1991; MARSDEN et al., 1994). As
observacbes de que a imunoterapia adjuvante, além de diminuir o tempo de
cicatrizacdo das lesdes, é efetiva para o tratamento de formas resistentes tornam
essa perspectiva terapéutica a mais promissora atualmente (AREVALO et al., 2001,
MANN et al., 2006).
Neste contexto de imunomodulacdo, alguns estudos vém demonstrando que a
infeccdo por helmintos, particularmente pelo Schistosoma sp. ou produtos do
parasito, € capaz de modular a resposta inflamatdria do tipo Th1l envolvida tanto em
algumas doencas auto-imunes, a exemplo do diabetes tipo |, artrite e psoriase
(COOKE et al., 1999; SEWELL et al., 2002; LA FLAMME et al., 2003; ATOCHINA E
HARN, 2006) como em doencas infecciosas, a exemplo da infeccdo pelo HTLV-1
(LIMA et al., 2013, LIMA et al., 2017) e da leishmaniose cutanea (BAFICA et al.,
2011, BAFICA et al., 2012, LOPES et al., 2014).

Estudos realizados pelo nosso grupo da Imunologia do SIM, UFBA, monstraram que
antigenos do S. mansoni, a exemplo do rSm29, foram capazes de induzir, tanto in
vitro, como em modelo experimental a expressdo de células e moléculas
regulatorias, a exemplo da IL-10, capazes de regular a resposta imune em doencas
gue cursam com resposta exacerbada do tipo Thl ou Th2 (CARDOSO et al. 2010;
BAFICA et al., 2011; LIMA et al., 2013; DE ALMEIDA et al., 2017). Diante dessas
observacdes o presente estudo utilizou a proteina recombinante do S. mansoni,
rSm29 na tentativa de modular a resposta inflamatéria das células dendriticas e de
linfécitos de pacientes com leishmaniose cutanea. Os estudos dessa hatureza
poderdo fornecer subsidios para o desenvolvimento de novas estratégias para o
tratamento de doencas que cursam com a ativacdo exacerbada e por isso

inapropriada da resposta imune, a exemplo da LTA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 RESPOSTA IMUNE A INFECCAO PELA LEISHMANIA SP.

A transmisséo da Leishmania se da pela picada da fémea de flebotomineo infectada,
que inocula na pele do hospedeiro formas promastigotas metaciclicas infectantes,
suspensas na saliva do flebotomineo (TITUS E RIBEIRO, 1988). E bem
documentado que as diferentes manifestacdes clinicas da doenca estdo
relacionadas a fatores intrinsecos do parasito, a exemplo da espécie e viruléncia da
Leishmania, mas também fatores relacionados a resposta imune do hospedeiro.

A inoculacéo das formas promastigotas metaciclicas induz o recrutamento de células
de defesa do hospedeiro, tais como células dendriticas, macr6fagos/mondcitos,
células NK e leucécitos polimorfonucleares neutrofilos (PMN), bem como a liberacéo
de fatores sollveis como a proteina C reativa (PCR) e fatores do sistema
complemento (SOLBACH E LASKAY, 2000; reviewed DE ALMEIDA et al., 2003). As
promastigotas metaciclicas liberam um fator quimiotatico para PMN (VAN
ZANDBERGEN et al., 2002), os quais sédo as primeiras células a chegarem ao sitio
da infeccdo (SUNDERKOTTER et al., 1993; LAUFS et al., 2002).

Os neutrdéfilos sdo estimulados pela Leishmania a produzirem quimiocinas que
atuardo no recrutamento de granuldcitos, mondcitos/macrofagos, células dendriticas
imaturas e linfécitos T (MULLER, et al., 2001).

Apébs serem inoculados na pele e durante o processo de migracao através da matriz
extracelular (DE SMEDT, et al., 1997), as formas promastigotas metaciclicas podem
ser fagocitadas por macréfagos residentes na pele, células dendriticas teciduais
(Langerhans) e por mondcitos circulantes (SALAIZA-SUAZO et al., 1999). As células
de Langerhans, funcionam, inicialmente, com um “habitat seguro” para a Leishmania
em funcado da deficiéncia de éxido nitrico sintetase induzivel (iNOS, NOS-2), que ndo
permite que essas células produzam Oxido Nitrico (NO) para eliminacio do parasito
(BOGDAN et al., 1996; CUNNINGHAM, 2002; MOLL et al., 2002). Dentro de poucos
dias de infeccéo, as células dendriticas da pele transportam o parasito do sitio da
infeccdo na pele aos linfonodos regionais de drenagem. Durante esta migracéo, se
diferenciam em células dendriticas maduras com potentes funcdes apresentadoras

de antigeno e capacidade de ativar células T. Como a infeccdo parasitaria, de um



18

modo geral estimula as células dendriticas a produzirem interleucina 12 (IL-12) na
fase inicial da infeccdo (Figura 1), estas células se tornam fundamentais para o
desenvolvimento precoce de uma resposta Thl protetora (MOLL et al., 2002). Além
disso, as células apresentadoras de antigenos infectadas produzem IL-12 que atuam
sobre as células NK, induzindo-as a produzirem IFN-y, citocina responsavel pela
ativacdo de mecanismos microbicidas de macrofagos (MURRAY et al., 1985;
TRINCHIERI et al.,1995).

TNF-a

LESAQ CUTANEA/MUCOSA

Adaptado de: Amato-Neto, 2008

Figura 1. Resposta imune na leishmaniose cutédnea e mucosa.

Em modelos experimentais de leishmaniose utilizando-se camundongos
susceptiveis, a infeccdo por L. major promove um aumento da expressdo de
receptores para IL-4 nas células de Langerhans infectadas e, em consequéncia um
pico de IL-4 no linfonodo de drenagem nos primeiros dias da infec¢cdo e diminuicao
da producdo de IL-12. Em camundongos resistentes a infeccdo por Leishmania a IL-
4 ndo alterou a producdo de IL-12, provavelmente por ndo apresentarem um
aumento da expressado de receptores para IL-4 apds a infec¢do pelo parasito, como

ocorre nos camundongos susceptiveis (MOLL et al., 2002).

Embora as formas promastigotas possam infectar as células de Langerhans e os
PMN, os macréfagos sé@o as principais células hospedeiras para a Leishmania. A
Leishmania penetra nos fagdécitos mononucleares, principalmente nos macrofagos,

atraves de endocitose mediada por receptores, dentre 0s quais 0s mais importantes
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sao os receptores do complemento CR1 e CR3. A opsonizagdo com Csp e CaviOcorre
pela ligacdo aos receptores CR1 e CRS3, respectivamente, e sua importancia
consiste na mediacdo da fagocitose sem ativacdo da cascata oxidativa, que é
danosa ao parasito. Outro beneficio para o parasito com o uso do receptor CR3 é
que essa interacdo inibe a imunidade celular induzida por IL-12. As moléculas de
lipofosfoglicano (LPG) e a gp63 também estdo envolvidas na invasdo dos
macrofagos através da ligacdo com receptores CR1, CR3 e o sitio lectina-simile e
CR3 e o da fibronectina, respectivamente (CUNNINGHAM, 2002; HANDMAN E
BULLEN, 2002)

Outros receptores, como o da manose-fucose, o0 CR4 e o da proteina C reativa
também auxiliam a fagocitose das promastigotas pelos macréfagos do hospedeiro
(HANDMAN E BULLEN, 2002). Esses receptores também podem estar envolvidos
na penetracdo das promastigotas nas células de Langerhans da pele
(CUNNINGHAM, 2002). Adicionalmente, as promastigotas interagem com outras
proteinas séricas para ativar o complemento, facilitando, entéo, sua fagocitose pelos
macréfagos do hospedeiro (CUNNINGHAM, 2002).

Nas células dendriticas a internalizacdo das Leishmanias se da pela opsonizacéo do
parasito com anticorpo IgG e interacdo via receptores da porcdo FC de anticorpo
(FcyRI/) (reviewed KAUTZ-NEU et al., 2012).

Apés a ligagcdo aos macréfagos, as promastigotas sofrem endocitose para o
fagossomo, que posteriormente, pela fusdo com o lisossomo, se transforma em
fagolisossomo - um compartimento acido rico em peptideos microbicidas e enzimas
hidroliticas (CUNNINGHAM, 2002; HANDMAN E BULLEN, 2002). Antigenos da
Leishmania, a exemplo do LPG estdo relacionados a inibicdo da ativacdo dos
mecanismos oxidativos e de vias de transducdo de sinal, favorecendo a
sobrevivéncia do parasito nos fagécitos (HANDMAN E BULLEN, 2002).

Ao sobreviverem aos mecanismos de eliminagcdo do hospedeiro, as formas
amastigotas, se multiplicam por diviséo binaria e causam, eventualmente, a lise dos
macrofagos infectados. Assim, as amastigotas séo liberadas e podem infectar
células dendriticas e macréfagos vizinhos, recomecando o ciclo (CUNNINGHAM,
2002).
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2.2 IMUNOPATOGENESE NA LEISHMANIOSE CUTANEA

Do ponto de vista histopatologico as lesbes da leishmaniose cutdnea (LC) séo
caracterizadas por um processo inflamatorio com linfécitos e plasmacitos, presenca
ou ndo de células gigantes e com raros ou até mesma auséncia de parasitos
(BITTENCOURT E BARRAL, 1991; reviewed COSTA et al.,, 2009). A despeito de
existir uma resposta imune do tipo Thl protetora, os pacientes evoluem para a

doenca.

Evidéncias vém sendo acumuladas de que a resposta imune exacerbada é a
principal causa da lesdo tecidual da leishmaniose tegumentar: 1) Células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) de pacientes com LC produzem niveis
altos de IFN-y e TNF existindo uma associa¢ao entre producdo de IFN-y e TNF e
tamanho da lesdo assim como o aparecimento de formas mais graves da doenca
(RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; ANTONELLI et al., 2005). 2) Células de pacientes
com LC quando estimuladas com antigeno de L. braziliensis in vitro produzem pouco
ou ndo produzem IL-10 (BACELLAR et al., 2002). 3) Os niveis de TNF e IFN-y no
soro e em sobrenadantes de culturas de células estimuladas com o antigeno de
Leishmania diminuem significativamente apés o tratamento (DA-CRUZ et al., 1996;
RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; BACELLAR et al., 2002; ANTONELLI et al., 2005).
4) Individuos sub-clinicos, isto €, com teste sorologico e reacdo de Montenegro
positivos mas que nao apresentam lesdes na pele, apresentam menores niveis de
INF-y, TNF frente a exposicdo a antigenos de Leishmania quando comparados com
0s pacientes sintomaticos (FOLLADOR et al., 2002; CARDOSO et al., 2015).

Desse modo mecanismos imunoldgicos na leishmaniose levam a destruicdo celular
e tecidual, culminando com o aparecimento da Ulcera leishmanidtica que € a
manifestacdo clinica mais importante na LC. A resposta imune exacerbada do tipo
Thl, ao mesmo tempo que é importante para ativacdo dos macréfagos e eliminacao
da Leishmania € a principal responsavel pela patogénese da doenca, principalmente
no que se refere a leséo tecidual (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; BACELLAR et
al., 2002).
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2.3 PARTICIPACAO DAS CELULAS DENDRITICAS NA PATOGENESE DA LC

Os eventos iniciais na infeccado pela Leishmania, envolvendo os macréfagos e as
células dendriticas na apresentacdo de antigenos do parasito para células T e na
producdo de citocinas, devem influenciar na resposta do hospedeiro e no curso da
infeccdo. As células dendriticas (DCs) desempenham importantes funcdes na
interface entre a imunidade inata e adaptativa (DE SAINT-VIS et al., 1998). Sdo
reconhecidas pela capacidade de sensibilizar linfécitos T n&do primados, e por
contribuirem para a diferenciacéo funcional de células T regulatorias (YAMAZAKI et
al., 2003).

Estudos demonstram que o contato das células dendriticas com as células NK induz
atividade citolitica e producédo de INF-y por esta ultima (FERNANDEZ et al., 1999).
Por outro lado, células NK ativadas por IL-12 induzem a maturacdo de células
dendriticas, levando a producédo de mais IL-12 pelas mesmas e este efeito aumenta
a capacidade das DCs de estimular linfocitos T CD4* a se diferenciarem em Th1,
que irdo produzir IFN-y (KANE E MOSSER, 2000; GEROSA et al., 2002).

A resposta imune induzida pelas células dendriticas in vitro ou em modelo
experimental de infeccdo destas células com Leishmania varia de acordo com a
espécie do parasito. Em DCs humanas derivadas de mondcitos (MoDCs) infectadas
com L. amazonensis observou-se uma reducao na expressao de CDla e CD80, bem
como uma menor producao de IL-6 (FAVALI et al., 2007). Por outro lado, Sanabria e
cols. (2008) mostraram que a infeccdo de DCs por amastigotas de Leishmania
braziliensis induziu uma maior expressdo de CD11c e CD40 quando comparadas

com DCs infectadas com L. amazonensis (SANABRIA et al., 2008).

A infeccdo de células dendriticas de camundongos por promastigotas de L.
braziliensis induz a producéo de altos niveis de TNF, o que pode contribuir para uma
resposta local de controle parasitario (CARVALHO et al., 2008). Tsagozis e cols.,
(2004) observaram que camundongos BALB/c infectados com L. major tiveram uma
reducdo na formagdo das lesdes e da carga parasitaria ao serem imunizados com
células dendriticas pulsadas com peptideos sintéticos ou nativos de gp63 de
Leishmania sp. (TSAGOZIS et al., 2004). Adicionalmente, Carvalho mostrou que
DCs no ambiente da infecgcdo que nao estavam infectadas e foram estimuladas por

fatores solluveis do parasito apresentavam-se mais ativadas e com maior capacidade
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de apresentar antigenos aos linfécitos T, podendo favorecer a formacdo de uma
resposta imune efetora (CARVALHO et al., 2008).

2.4 PARTICIPACAO DAS CELULAS T NA LEISHMANIOSE CUTANEA

Os linfécitos T tem uma participagdo importante na resposta imune do hospedeiro a
LC: eles sao decisivos para cura e geragdo de uma resposta imune protetora ao
mesmo tempo em que S&0 responsaveis pela persisténcia da doenca e a sua
patologia (CHOI e KROPF, 2009). Essa resposta € caracterizada pelo aumento de
células T CD4*, apresentando um perfil principalmente de citocinas do tipo Thl
(BACELLAR et al., 2002; REIS et al., 2006; KEDZIERSKI et al., 2010). O padrao de
resposta imune do tipo 1 com producao de IFN-y, TNF e IL-12, tem sido associado
com o controle da infeccdo por ativacdo macrofagica e destruicdo parasitaria na
leishmaniose humana (ROBERTS et al., 2006; AMEEN et al., 2010;). A citocina IFN-
y atua em sinergismo com TNF ativando a éxido nitrico sintase a produzir 6xido
nitrico (NO), resultando na morte intracelular do parasito e controle da doenca
(BOGDAN et al., 2000; NYLEEN et al., 2010). Por outro lado, citocinas como IL-4, IL-
10 e TGF-B, consideradas do tipo 2 e regulatérias, favorecem a multiplicacao
parasitaria, inibindo a producdo de NO por macréfagos ativados por IFN-y podendo
também inibir a diferenciacdo dos linfocitos T para um perfil Thl e sua consequiente
producdo de IFN-y e TNF (GOMES-SILVA et al., 2007, BARATTA-MASINI et al.,
2007). Tem sido descrito outros subtipos de células T, como células T regulatérias
(Treg) e células Thl7 que também parecem apresentar papel importante na
susceptibilidade e resisténcia a LC (GOLLOB et al., 2008; KEDZIERSKI et al., 2010;
NYLEN et al., 2010).

As células T regulatorias (Treg) parecem estar envolvidas na tolerancia imunoldgica
durante a infeccdo humana com Leishmania. Linfocitos Treg com funcdes
imunossupressoras foram identificadas em lesbes de pele de pacientes infectados
com L. (V.) braziliensis, mas seu papel exato na patogénese nao esta
completamente elucidado (BOURREAU et al., 2009).

Os linfécitos T CD4* e CD8* atuam como fonte produtora de citocinas envolvidas no

processo de ativacdo de macrofagos (DA-CRUZ et al.,, 2002). Normalmente se
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observa uma predominancia de linfécitos T CD4* em pacientes com LC ativa e
diferentes grupos (COUTINHO et al., 2002; DA-CRUZ et al., 2002) propuseram que
no processo de cura apos terapéutica € importante um balanco entre os linfocitos T
CD4* e T CD8*, onde os linfocitos T CD4* teriam suas proporcdes reduzidas.
Trabalhos sugerem a hipdétese que linfocitos T CD8* estdo envolvidos em
mecanismos imunoprotetores na LC e com o estabelecimento de um padrao do tipo
1, com producdo de IFN-y, sendo uma célula importante para o processo de
resisténcia e cura da doenca (MENDONCA et al., 1995; BARATTA-MASINI et al.,
2007; GOLLOB et al., 2008; KEDZIERSKI et al., 2010; CARDOSO et al., 2015).
Entretanto o estudo realizado por Santos e cols. (2013) mostrou a dicotomia dos
linfécitos T em pacientes com leishmaniose cutanea, onde os linfocitos T CD8 (+)
granzima B (+) estariam presentes nas lesdes teciduais em humanos sendo
responsaveis pelo processo necrético devido a producdo de marcadores citoliticos,
enquanto que os linfécitos T CD4 (+) IFN-y (+) seriam responséaveis pela eliminacéo
da L. braziliensis nos macréfagos (Santos C da et al., 2013).

Entende-se que a resposta Thl seja importante para o controle da infeccdo, porém
as citocinas Thl podem também estar relacionadas com a patogénese da doenca.
Por isso é importante a existéncia de um equilibrio entre as células Thl e T
regulatérias, e ndo uma polarizagdo para um tipo de resposta, pois esses
mecanismos sao importantes para manter a integridade tecidual do hospedeiro
contra uma resposta inflamatdria exacerbada (REIS et al., 2006; BARATTA-MASINI
et al., 2007).

Nos individuos subclinicos (SC) foi observado menor producdo de granzyma B nos
linfécitos T CD8* comparados aos dos pacientes com LC (CARDOSO et al., 2015).
Adicionalmente, nestes individuos SC a frequéncia de linfécitos T CD4* e CD8*
expressando INF-y é menor que as células de individuos com LC (MUNIZ et al.,
2016).

2.5 INTERACAO ENTRE AS CELULAS DENDRITICAS E LINFOCITOS T

As DCs podem influenciar na resposta dos linfocitos T CD4* tanto do tipo 1 (Thl)
como do tipo 2 (Th2) (MOSER et al., 2000). A eficiéncia de DCs em induzir resposta
Th1l parece ser dependente da producéo de IL-12 por DCs maduras e possivelmente
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por outras vias como pela producao de IL-23 (OPPMANN et al., 2000). A resposta do
tipo Th2 pode também ser dependente de DCs. Varios patbgenos como
Schistosoma sp. e fungos utilizam as DCs para inducdo de resposta Th2. Esta
resposta Th2 parece ser resultante da acdo de alguns antigenos parasitarios sobre
as DCs (D'OSTIANI et al., 2000; MACDONALD et al., 2001; BACCI et al., 2002).
Desta forma, DCs e seus subgrupos tem capacidade de responderem rapidamente e
de véarias maneiras a estimulos do meio em que se encontram. Além de participarem
da resposta imune como anteriormente citado, as DCs também participam da
inducdo de tolerancia periférica. As DCs nos linfonodos endocitam e processam
antigenos formando complexos MHC-peptideo no estado de repouso. Linfocitos T
que respondem a esse complexo com resposta proliferativa sdo eliminados,
representando um mecanismo pelo qual as DCs contribuem para a manutencédo da
tolerancia periférica (LIU et al., 2002). Além deste mecanismo, as DCs podem
contribuir para a toleréncia induzindo células T regulatérias e supressoras. Culturas
de DCs imaturas derivadas de mondcitos podem induzir células T CD4* produtoras
de IL-10 (JONULEIT et al., 2000), enquanto ja foi demonstrado que DCs
plasmocitoides tem a propriedade de induzir células T CD8* produtoras de IL-10,
portanto contribuindo para a tolerancia (GILLIET et al., 2002). Em humanos, a
injecdo de DCs imaturas pulsadas com peptideo leva a formacao de células T CD8*
regulatérias especificas ao antigeno (DHODAPKAR et al., 2002). Além disso, novas
evidéncias demonstram que DCs sdo capazes de expandir também células T
CD4*CD25" supressoras (YAMAZAKI et al., 2003).

2.6 IMUNOTERAPIA NA LEISHMANIOSE CUTANEA

A forte associacdo entre a resposta imune do hospedeiro e a patogenia da infeccéo
por Leishmania faz com que a modulagdo da resposta imune seja uma das

estratégias mais estudadas para o controle e a prevencao da leishmaniose.

A faléncia terapéutica observada com tratamento convencional de Leishmaniose
com o antimonial pentavalente (SbY) em todas as formas clinicas de leishmaniose e
as reacOes adversas relacionadas a dose e duracdo do tratamento apontam para a
necessidade de novas estratégias para o tratamento dessa doenca. As observacoes

de que a imunoterapia adjuvante, além de diminuir o tempo de cicatrizacdo das
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lesbes, € efetiva para o tratamento de formas resistentes tornam essa perspectiva

terapéutica a mais promissora atualmente.

Embora a maioria dos pacientes sejam curados com o uso de antimonial, a
necessidade de usar doses elevadas e por um longo periodo de tempo (30 dias)
muitas vezes resulta no aparecimento de toxicidade, que pode impedir a
manutencdo da droga. Adicionalmente, muitos pacientes podem precisar de nova
série de tratamento, aumentando a incidéncia de efeitos colaterais e o custo do
tratamento. Falha terapéutica tem sido relatada em até 37% dos casos (SAENZ et
al., 1991), enquanto um estudo realizado em Corte de Pedra/BA documentou que
17% dos pacientes com leishmaniose tegumentar, causada por L. braziliensis,
tratados com SbY, apresentam recidiva em periodos variaveis de tempo (NETTO et
al., 1990). Diversos efeitos colaterais tém sido associados ao uso de SbY, incluindo
atralgia, mialgia, dor abdominal, nauseas, cefaléia, cardiotoxicidade, elevacdo de

enzimas hepéticas e de enzimas pancreéticas.

Associacdo de alguns imunomoduladores com a terapia classica tem sido
estimulada, no sentido de diminuir o tempo de cura da doenca, aumentando o
processo de cicatrizacdo da lesdo. Desse modo, algumas alternativas terapéuticas
vém sendo utilizadas. O imiquimod € um imunomodulador para uso tépico como
creme. Esta droga exibe atividade antiviral in vitro em modelos experimentais. Tem
sido utilizada para o tratamento de verrugas genitais por HPV (COX et al., 2004). O
imiquimod foi efetivo para o tratamento da leishmaniose induzida em camundongos
e in vitro ativa macréfagos contra a Leishmania (BUATES E MATLASHEWSKI,
1999). Estudo mostrou que pacientes com leishamaniose cutanea resistentes ao
tratamento com antimonial isolado mostrou cura clinica em 90% dos pacientes
seguidos com associacdo do antimonial ao tratamento tdpico com imiquimod
(AREVALO et al., 2001). Porém, esses pceintes apresentaram 0s seguintes efeitos
colaterais atribuiveis ao imiquimod: eritema ligeiro a moderado (40%), edema (30%)
e sensac¢des de queimadura (10%) (AREVALO et al., 2001). Além disso, foi realizado
um ensaio com o tratamento primario da leishmaniose cutanea com imigquimod o
gual foi observado um sucesso limitado (AREVALO et al., 2001). Uma maior
frequénica de pacientes tratados com o imiquimod associado ao antimonial alcangou
a cura clinica ap6s o fim do tratamento em relacdo ao grupo tratado apenas com o
SbY (MIRANDA-VERASTEGUI 2005). Entretanto, no grupo tratado com o adjuvante
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foi mais comum a ocorréncia de eritema em relagcdo aos tratados com SbY sozinho.
Outros efeitos adversos também foram relatados em ambos o0s grupos como edema,
prurido, queimadura e dor (MIRANDA-VERASTEGUI 2005).

Atualmente, a imunoterapia com vacinas e a modulacdo da resposta imune, atraves
do uso de citocinas e fatores de crescimento, constituem alternativas promissoras na
profilaxia e no tratamento da Leishmaniose Cutanea. Pesquisas de novas
modalidades terapéuticas para o tratamento das leishmanioses tém sido
empreendidas para tentar diminuir os efeitos colaterais que ocorrem com o0 uso de
antimonial e anfotericina B, facilitar o tratamento nas areas endémicas da doenca,
diminuir o tempo de tratamento e os indices crescentes de falha terapéutica. Diante
desse quadro e das dificuldades de tratamento é que a imunoterapia associada

passa a ser uma alternativa a ser explorada.

Estudos prévios tém mostrado que o factor estimulador de coldnia de granuldcitos e
mononuclear recombinante (rhGM-CSF), que €é uma glicoproteina com papel
importante no crescimento de células hematopoiéticas induzindo o crescimento de
colénias maduras de granulécitos e/ou macrofagos (METCALF E BURGESS, 1982),
pode alterar a resposta imune a Leishmania em humanos, por aumento da ativacao
macrofagica, inducdo de cicratizacéo e fibrose, e/ou por indugdo de uma resposta
imune Thl levando a uma apresentacdo mais eficaz de antigenos (LIESCHKE E
BURGESS, 1992; JONES et al., 1993; MANN et al., 2006).

Estudos vém demonstrando que o rhGM-CSF desempenha papel importante ndo sé
na velocidade de formacéo de cicatriz, quanto na sua qualidade (ALMEIDA et al.,
1999; MANN et al., 2006). Almeida e cols. (1999) utilizando GM-CSF injetavel nas
bordas das ulceras de pacientes com LC, associado a administracdo endovenosa de
antimonial, observaram uma reducdo em mais de 50% do tempo total de cura das
lesdes dos pacientes (ALMEIDA et al., 1999). Outro estudo realizado pelo mesmo
grupo mostrou que a administracdo de antimonial com curativo oclusivo de GM-CSF
obtiveram cura de 100% dos cinco pacientes portadores de LC refrataria (ALMEIDA
et al., 2005). No entanto, além da preparacdo topica do rhGM-CSF nao esta
disponivel comercialmente, os custos elevados dessa medicagdo tornam dificil sua

aplicacao na pratica clinica.

Esta modulag&o parece estar associada a producao de citocinas regulatérias como a

IL-10, desde que estudo realizado por Lehmann (1998) demonstrou que GM-CSF é
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capaz de aumentar em cerca de dez vezes a expressao de RNAm de IL-10, citocina
imunomodulatéria (LEHMANN et al., 1998). Adicionalmente, o tratamento com GM-
CSF e antimbnio aumentou significativamente a producdo de IL-10 por células
mononucleares do sangue periférico em comparacdo ao grupo tratado com

antimonial isoladamente.

A IL-10 é produzida por uma variedade de células, a exemplo dos linfocitos T CD4*,
T CD4*CD25*, T CD8*, mondcitos, macrofagos, células dendriticas e linfécitos B
(BELKAID et al., 2002). Ela € uma potente moduladora da proliferacéo de linfocitos T
CD4* e da producéo de citocinas antigeno-especificas do tipo Thl por estas células,
inibe a producao de 6xido nitrico (NO) pelos mondécitos e macréfagos, além de inibir
a capacidade de apresentacdo de antigenos pelos mondcitos através da diminuicao
da expressdo de moléculas MHC tipo Il e moléculas co-estimulatérias, como CD80,
CD86 (O'GARRA E VIEIRA, 2004).

Um estudo realizado por Faria e colaboradores mostrou que a diminuicdo da
exposicado in situ do receptor de IL-10, foi correlacionada com a resposta inflamatoria
exacerbada em pacientes com LM (FARIA et al., 2005). A presenc¢a de um equilibrio
entre a produgao de citocinas Thl e Th2 e entre a resposta imune protetora e a
modulagéo dessa resposta, como observada em individuos com a forma subclinica
da infeccdo causada por L. braziliensis (FOLLADOR et al., 2002), indica que a
modulacdo da resposta imune pode ser fundamental para evitar o aparecimento de
lesBes teciduais nos individuos que estdo expostos a infeccdo. O dano tecidual
observado na leishmaniose cutanea e mucosa € também consequéncia da
incapacidade do hospedeiro de controlar esta resposta. Esse fenbmeno torna ainda
mais relevante no contexto onde a refratariedade ao tratamento com antimonial
pentavalente (SbY) e a presenca da recidiva se associam aos diversos efeitos
colaterais devidos ao uso parenteral de SbY ou anfotericina B, limitando o controle
adequado da doenca. Todos esses fatores ressaltam a importancia de pesquisar
novas modalidades terapéuticas que contribuam para facilitar o tratamento nas areas
endémicas tendo como base o conhecimento dos mecanismos da imunopatogénese
da LTA e como a imunoterapia pode contribuir para a prevencdo da leséao

inflamatoria associada a essa doenca ou diminuir no tempo de cura da leséo.
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2.7 ANTIGENOS DE SCHISTOSOMA MANSONI COMO MODULADORES DA
RESPOSTA IMUNE INFLAMATORIA NAS DOENCAS DO TIPO Thl E Th2

Evidéncias vém sendo acumuladas de que a infeccdo cronica por helmintos,
particularmente pelo Schistosoma sp ou produtos do parasito, € capaz de modular a
resposta inflamatoéria do tipo Th2 das doencas de base alérgica, a exemplo da asma
(CARDOSO et al. 2006; PACIFICO et al. 2009; CARDOSO et al. 2010; DE ALMEIDA
et al.,, 2017). Estudos realizados pelo nosso grupo do Servico de Imunologia tém
demonstrado que asmaéticos infectados pelo S. mansoni residentes em areas
endémicas em esquistossomose ndo responde aos testes cutaneos de alergia
(ARAUJO et al., 2000) possuem uma forma branda da doenca (MEDEIROS et al.,
2003), e que células desses pacientes produzem concentracdes mais baixas de
citocinas do perfil Th2 e mais elevadas da citocina regulatoria IL-10 em resposta a
alérgenos, quando comparado com asméticos ndo infectados (ARAUJO et al., 2004).
Foi demonstrado também que proteinas recombinantes do S. mansoni, a exemplo da
proteina do tegumento do verme adulto, a rSm29 que induz a producgéo de IL-10 por
células de asmaticos ndo infectados, sendo os macrofagos e as células T
CD4*CD25" as principais fontes dessa citocina (CARDOSO et al., 2006). Em modelo
murino de asma induzida pela ovalbumina, a injecdo de rSm29 foi capaz de modular
a resposta inflamatoria alérgica pulmonar (CARDOSO et al. 2010).

Tem sido demonstrado que a infeccdo pelo Schistosoma mansoni, ou produtos do
parasito, é também capaz de modular a resposta inflamatoria do tipo Thl envolvida
tanto em algumas doencas auto-imunes, a exemplo do diabetes tipo |, artrite e
psoriase (COOKE et al.,, 1999; SEWELL et al., 2002; LA FLAMME et al., 2003;
ATOCHINA E HARN, 2006) como infecciosas, a exemplo da infecgdo pelo HTLV-1
(LIMA et al. 2013, LIMA et al. 2017) e da leishmaniose (BAFICA et al. 2011; BAFICA
et al. 2012; LOPES et al. 2014). O LNFPIII, um carboidrato encontrado no antigeno
solivel do ovo do Schistosoma mansoni, promove a resposta Th2 in vivo, o
recrutamento de macréfagos moduladores (OKANO et al., 2001), e a diferenciacéo
de células dendriticas ndo primadas para o tipo 2 (DC-2), por uma via dependente
de TLR-4 (THOMAS et al.,, 2003). Em apoio aos achados deste trabalho, foi
observado que um antigeno do S. mansoni, a fosfatidilserina, estimula o TLR-2 em
individuos nao primados (VAN DER KLEIJ et al., 2004). Vabulas e cols.
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demonstraram que a proteina HSP60 é também reconhecida pelo TLR-2 (VABULAS
et al., 2001), mas o papel dos TLR no reconhecimento de proteinas ainda nao esta

totalmente elucidado.

Algumas doencas parasitarias também decorrem da exacerbacéo da resposta imune
do eixo Thl/inflamatéria. E o caso da leishmaniose tegumentar. A resposta imune
celular do tipo Thl, com producdo de IFN-y é importante para eliminacdo da
Leishmania sp, pela estimulacdo macrofagica que resulta em elevada producéo de
radicais do oxigénio e do nitrogénio, além da producdo de TNF por essas células
(BACELLAR et al., 2002). Por outro lado, essa resposta quando exacerbada esta
associada a destruicdo tecidual na leishmaniose cutdnea e mucosa (BACELLAR et
al., 2002). Os eventos iniciais na infeccdo pela Leishmania sp, envolvendo os
macréfagos e as células dendriticas na producéo de citocinas e na apresentacao de
antigenos do parasito para células T, devem influenciar na resposta do hospedeiro e
no curso da infeccdo (DE SAINT-VIS et al.,, 1998). Portanto, o ambiente celular,
associado ao perfil de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias é importante
para controlar a multiplicagdo parasitaria sem causar danos ao hospedeiro
(BELKAID, 2003; CARVALHO et al, 2005). Neste sentido, Bafica e cols.
demonstraram que a adi¢cdo de antigenos de S. mansoni (rSm29, rSmTSP-2 e PIII)
em culturas de PBMC de pacientes com LC foi capaz de diminuir a producdo das
citocinas TNF e INF-y e aumentar a producédo de IL-10 por estas células (BAFICA et
al., 2011). Em seguida Bafica e cols. (2012) mostraram gue mondcitos de pacientes
com LC estimulados com antigenos de S. mansoni apresentaram menor expressao
de HLA-DR comparados as células ndo estimuladas. Ainda neste estudo, nas
culturas de PBMCs estimuladas pelos antigenos de S. mansoni foram observadas
maior frequéncia de linfécitos T CD4*CTLA-4* e CD4*CD25"9"Foxp3* em relacéo as
culturas ndo estimuladas (BAFICA et al., 2012).

Estudo prévio do nosso grupo mostrou ainda que a adigcdo do rSm29 a culturas de
MoDCs de pacientes com LC estimuladas com o antigeno soluvel de L. braziliensis
(SLA) apresentaram uma maior expressao da molécula de maturacdo, CD83 e das
moléculas co-estimulatorias, CD80 e CD86, bem como maior frequeéncia de MoDCs
expressando IL-10 e IL-10R, em relacdo as células ndo estimuladas ou estimuladas
apenas com SLA (LOPES et al., 2014).



30

Desde que, na leishmaniose as células dendriticas sdo uma importante fonte de
citocinas pro-inflamatérias, e que antigenos de S. mansoni sdo capazes de modular
a exacerbacdo dos processos inflamatorios nas doencas imuno-mediadas, estes
antigenos poderiam ser testados quanto a capacidade de modularem as funcdes
das células dendriticas de pacientes com leishmaniose infectadas pelas Leishmania

braziliensis.

No presente estudo foi utilizada a proteina recombinante do S. mansoni, rSm29 na
tentativa de modular a resposta inflamatoria das células dendriticas e de linfocitos de
pacientes com leishmaniose cutdnea. O antigeno rSm29 é uma glicoproteina
localizada no tegumento do verme adulto (CARDOSO et al., 2006). Dados
progressos obtidos pelo grupo da Imunologia do SIM, UFBA, demonstraram que esta
proteina induz a producédo de IL-10 por células mononucleares de sangue periférico
de individuos cronicamente infectados pelo S. mansoni. Os resultados poderéo
fornecer subsidios para o desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento
de doencas que cursam com a ativacdo excessiva ou inapropriada da resposta

imune, a exemplo da LTA.
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3 HIPOTESE

O antigeno rSm29 do S. mansoni é capaz de modular negativamente a ativagcéo e a
producéo de citocinas inflamatdrias por células dendriticas derivadas de mondcitos e
por linfacitos de individuos com leishmaniose cutanea e consequentemente regular a

inflamacé&o exacerbada observada na leishmaniose cutanea.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade do antigeno rSm29 do S. mansoni em induzir o perfil

regulatorio nas células dendriticas derivadas de mondcitos e linfécitos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Em culturas de MoDCs de pacientes com leishmaniose cutanea, infectadas
com L. braziliensis e co-cultivadas com linfécitos autélogos avaliar o efeito da adicao
do antigeno recombinante rSm29 sobre:

1. O perfil das moléculas de maturacédo (CD83), ativacdo (HLA-DR e CDla), co-
estimulatérias (CD80, CD86 e CD40), regulacao (IL-10R) e de citocinas (IL-
12, TNF e IL-10) nas MoDCs (CD11c");

2. O efeito do bloqueio de IL-10 sobre as moléculas de ativacdo, co-
estimulatérias e regualtdrias nas MoDCs estimuladas pelo rSm29;

3. Aproducéo de citocinas (IL-10, TNF e IL-12 e INF-y) no sobrenadante das
culturas;

4. Ainfectividade das células dendriticas derivadas de mondcitos pela
Leishmania braziliensis;

5. O perfil das moléculas de superficie (CD28, CD40L, CTLA-4 e CD25) nos
linfécitos TCD4* e TCD8™.

4.2.2 Avaliar as moléculas de superficie e a susceptibilidade de células dendriticas
co-cultivadas com linfocitos, in vitro, de individuos com esquistossomose infectadas

pela Leishmania braziliensis.
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5 CAPITULO 1: Manuscrito 1: Efeito do antigeno rSm29 do Schistosoma
mansoni in vitro sobre o perfil de células dendriticas e linfocitos de
pacientes com leishmaniose cutanea
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RESUMO

A resposta imune efetora na leishmaniose cutanea € predominantemente do tipo
Thl/inflamatéria, porém, quando exarcerbada € responsavel pela patogénese das
lesGes ulceradas. Tem sido demonstrado que a infec¢ao pelo Schistosoma mansoni,
ou produtos do parasito, é capaz de modular a resposta inflamatéria exacerbada
envolvida em algumas doencas imuno-mediadas. Neste contexto, sendo as células
dendriticas fontes de citocinas pr6 e anti-inflamatorias e por apresentarem antigenos
parasitarios as células T, sua acdo influencia diretamente a resposta imune do
hospedeiro e o curso da infeccdo. O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade
do antigeno rSm29 do S. mansoni em induzir um perfil regulatério nas células
dendriticas derivadas de monécitos (MoDCs) de pacientes com LC e
consequentemente regular in vitro a resposta imune inflamatoéria na leishmaniose
cutdnea. A expressdo de moléculas de superficie e citocinas intracelulares nas
MoDCs e linfocitos e a proliferacdo da Leishmania braziliensis foram avaliadas por
citometria de fluxo. Os niveis das citocinas IL-10, IL-12p40, INF-y e TNF foram
avaliados nos sobrenadantes das culturas por ELISA. Foi observado que a adicao
de rSm29 aumentou a frequéncia de MoDCs expressando a molécula de maturacéo
CD83, co-estimulatorias CD80 e CD86 e de regulagéo IL-10R em comparagcdo com
culturas ndo estimuladas. Observamos que a adicdo de rSm29 diminuiu a frequéncia
de linfocitos T CD4 e CD8 expressando CD28 nas culturas de MoDCs infectadas
pela L. braziliensis em comparacdo com culturas nao estimuladas. Além disso, a
adicdo do rSm29 aumentou a frequéncia de linfécitos T CD4*CD25"9" e CD4*CTLA-
4*, Também foi observado um aumento na frequéncia de linfécitos CD8*CTLA-4*,
comparados as culturas de MoDCs néo estimuladas. A adicdo de rSm29 as culturas
aumentou os niveis de IL-10 e diminuiu os niveis de IL-12p40 e INF-y, ao tempo em
que nao alterou os niveis de TNF em comparacdo as culturas ndo estimuladas.
Quanto a infeccéo e proliferagcdo de Leishmania braziliensis nas MoDCs nao foi
observado aumento nas culturas estimuladas com rSm29 em relacéo as culturas néo
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estimuladas. O antigeno rSm29 foi capaz de aumentar a expressdo de marcadores
de ativagdo nas MoDCs, além da frequéncia de moléculas associadas a resposta
regulatoria nestas células e nos linfocitos TCD4* e TCD8", além disso aumentou IL-
10 nos sobrenadantes das co-culturas de MoDCs+linfocitos. A regulacdo da
resposta imune in vitro nesta ativagdo n&do convencional das MoDCs estimuladas
pelo rSm29 sugere que este antigeno tem potencial para induzir uma resposta
imune equilibrada desejavel no controle da LC.

Palavras-chaves: Leishmaniose, células dendriticas, linfocitos, L. braziliensis,
antigeno rSm29.

5.1 INTRODUCAO

A leishmaniose cutanea (LC) é uma doenca endémica na América do Sul e Central,
Oriente médio e Asia central, causada por uma variedade de espécies de
leishmanias. Considerada um problema de salde publica no mundo, essa
enfermidade registra altas incidéncias, apresentando 1,3 milhdes de casos por ano e
com aproximadamente mais de 200 milhdes de pessoas vivendo em areas de risco
(WHO, 2017). No Brasil em média, séo registrados cerca de 21.000 casos/ano de
leishmaniose cutédnea, sendo as regibes Norte e Nordeste areas endémicas
(BRASIL, 2017). A Bahia apresenta uma elevada incidéncia de leishmaniose
(22/100.000 hab.) transmitida pela espécie Leishmania braziliensis, um parasito
intracelular que causa um amplo espectro de doengas no homem, variando desde
lesbes cutaneas localizadas as formas disseminadas (JIRMANUS et al., 2012;
BRASIL, 2016). Cerca de 10% dos individuos residentes em &reas endémicas
apresentam teste de hipersensibilidade tardia a antigenos de Leishmania positivo e
nao desenvolvem a doenca, nestes individuos o desenvolvimento de uma resposta
imune equilibrada parece ser a responsavel pela protecdo contra o aparecimento da
lesdo (BADARO et al., 1986; DAVIES et al., 1995). As diferentes manifestacbes
clinicas da doenca estéo relacionadas a fatores intrinsecos do parasito, mas também
fatores relacionados a resposta imune do hospedeiro. As lesdes sédo caracterizadas
por um processo inflamatério com predominio de células mononucleares havendo
poucos ou até mesma auséncia de parasitos (BITTENCOURT E BARRAL, 1991;
MORAES E SILVEIRA, 1994; reviewed COSTA et al., 2009). Apesar de existir uma
resposta imune predominante do tipo Thl, importante para a ativagcdo dos

macrofagos e eliminacdo parasitaria, sabe-se que esta mesma resposta quando



34

exacerbada € a principal causa da lesdo tecidual da leishmaniose cutanea
(RIBEIRO-DE-JESUS et al.,, 1998; BACELLAR et al, 2002). Desse modo,
mecanismos imunoldgicos efetores na leishmaniose tegumentar levam a destruicao
celular e tecidual, culminando com o aparecimento da Ulcera leishmaniotica que é a

principal manifestacéo clinica na LC.

As células dendriticas (DCs) desempenham importantes fun¢des na interface entre a
imunidade inata e adaptativa (DE SAINT-VIS et al.,, 1998). S&o reconhecidas pela
capacidade de sensibilizar linfécitos T ndo primados, e por contribuirem para a
diferenciacéo funcional de células T regulatorias (YAMAZAKI et al., 2003). As células
dendriticas da pele transportam o parasito do sitio da infeccdo aos linfonodos
regionais (reviewed MOLL et al., 2000). Durante esta migracéo, se diferenciam em
células dendriticas maduras com potentes funcdes apresentadoras de antigeno e
capacidade de ativar células T (LEON et al., 2007; NG et al., 2008). Neste contexto,
as células dendriticas e os linfécitos tém um papel importante no direcionamento da
resposta imune, principalmente pela producdo de citocinas IFN-y, TNF e IL-12,
importantes na ativagdo macrofagica e destruicdo parasitaria (ROBERTS et al.,
2006; AMEEN et al., 2010). Tem sido descrito outros subtipos de células T, como
células T regulatérias (Treg) e células Thl7 que também parecem apresentar papel
importante na susceptibilidade e resisténcia a LTA (GOLLOB et al., 2008; NYLEN E
GAUTAM, 2010; SAKTHIANANDESWAREN et al., 2010). As células T regulatorias
(Treg) parecem estar envolvidas na tolerancia imunoldgica durante a infeccéo
humana com Leishamania. Células Treg com fun¢des imunossupressoras foram
identificadas em lesdes de pele de pacientes infectados com L. (V.) braziliensis, mas
seu papel exato na patogénese ndo esta completamente elucidado (BOURREAU et
al., 2009). Entende-se que a resposta Thl seja importante para o controle da
infeccdo, porém as citocinas Thl podem também estar relacionadas com a
patogénese da doenca. Por isso é importante a existéncia de um equilibrio entre as
células Thl e T regulatdrias, pois esses mecanismos sao importantes para manter a
integridade tecidual do hospedeiro contra uma resposta inflamatéria exarcebada
(BARATTA-MASINI et al., 2007; reviewed SCOTT E NOVAIS, 2016).

Evidéncias vém sendo acumuladas de que a infeccdo crbénica por helmintos,
particularmente pelo Schistosoma sp ou produtos do parasito, é capaz de modular a

resposta inflamatoria do tipo Thl envolvida em algumas doengas imuno-medidas, a
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exemplo do diabetes tipo I, artrite reumatoéide e da infeccéo pelo HTLV-1 (COOKE et
al., 1999; SEWELL et al.,, 2002; LA FLAMME et al., 2003; ATOCHINA E HARN,
2006). A resposta imune celular do tipo Thl na Leishmaniose, com producao de IFN-
v € importante para eliminacdo da Leishmania (BACELLAR et al., 2002). Por outro
lado, essa resposta quando exacerbada esta associada a destruicdo tecidual na
leishmaniose cutanea e mucosa (BACELLAR et al., 2002). Os eventos iniciais na
infeccéo pela Leishmania sp, envolvendo os macréfagos e as células dendriticas na
producdo de citocinas e na apresentacao de antigenos do parasito para células T,
devem influenciar na resposta do hospedeiro e no curso da infeccdo (DE SAINT-VIS
et al.,, 1998). Portanto, o ambiente celular, associado ao perfil de citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatérias € importante para controlar a multiplicacéo
parasitaria sem causar danos ao hospedeiro (BELKAID, 2003; CARVALHO et al.,
2005). Neste sentido, Bafica e cols. demonstraram que a adi¢cdo do antigeno rSm29
de S. mansoni em culturas de PBMC de pacientes com LC foi capaz de diminuir a
producdo das citocinas TNF e INF-y e aumentar a producdo de IL-10 por estas
células (BAFICA et al., 2011). Outro estudo realizado por Bafica e cols. mostraram
que mondcitos de pacientes com LC estimulados pelo antigeno rSm29 + SLA
apresentaram menor expressdo de HLA-DR comparado as células estimuladas com
SLA apenas (BAFICA et al., 2012). Entretanto nessas culturas de PBMCs
estimuladas com rSm29 + SLA foi observado uma maior expressdo de CD28 nos
linfécitos T CD8 nas culturas estimuladas com rSm29 + SLA em relacdo as
estimuladas apenas pelo SLA (BAFICA et al., 2012). Estudo prévios realizados pelo
Nosso grupo mostrou que MoDCs de pacientes com LC ao serem estimuladas com
rSm29 e SLA expressam mais moléculas de maturacdo (CD83) e co-estimulatérias
(CD80 e CD86), assim como mais IL-10 e IL-10R em relacdo as células néo
estimuladas ou estimuladas com SLA apenas (LOPES et al., 2014).

Tem sido demonstrado que o uso de terapias imunomodulatérias associados ao
Antimonial Pentavalente (SbY), principal droga de escolha, acelera a cicatrizagéo
tanto na leishimaniose cutanea como na leishmaniose mucosa (ALMEIDA et al.,
1999; LESSA et al., 2001; CELES et al., 2016). Neste contexto, a utilizacdo do
antigeno rSm29 associado ao ShY também pode ser uma nova estratégia

terapéutica.



36

Desde que, na leishmaniose as células dendriticas sdo uma importante fonte de
citocinas pro-inflamatérias, e que antigenos de S. mansoni sdo capazes de modular
a exacerbacdo dos processos inflamatérios nas doencas imuno-mediadas, este
estudo avaliou a capacidade do antigeno rSm29 do S. mansoni de induzir o perfil
regulatorio nas células dendriticas derivadas de mondcitos e consequentemente

regular a inflamacéo exacerbada in vitro observada na leishmaniose cutanea.
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5.2 METODOLOGIA

5.2.1 Selecéo dos pacientes

Foram incluidos no estudo 12 pacientes com diagnostico de leishmaniose cutédnea
(LC), residentes na area endémica de Corte de Pedra localizada na regido Sudeste
do Estado da Bahia. O diagnéstico foi realizado por médicos especialistas, levando-
se em consideracdo o quadro clinico caracteristico de LC, isolamento de parasitos
apos biopsia da lesdo e o teste de hipersensibilidade positiva de tipo retardado
(DTH) em resposta ao antigeno solUvel de Leishmania (GEIGER et al. 2004). Em
caso de duvidas, foram realizados exames histopatolégicos da lesdo e PCR para
Leishmania. Nao foram incluidos no estudo individuos que ja haviam iniciado a
terapia farmacologica ou que jé foi realizado tratamento anterior para LC. O presente
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade do Estado da Bahia
(UNEB) (Parecer niumero: 0603110287514). O termo de consentimento informado foi
obtido de todos os participantes do estudo ou de seus representantes legais. Dentre
os individuos avaliados, 67% foram do sexo masculino e 37% do sexo feminino, com
idade média de 33,5 + 14,5 anos. Dos 12 pacientes, 42% apresentaram apenas uma

leséo e 58% apresentaram entre duas e quatro lesdes cutaneas.

5.2.2 Producao do antigeno recombinante rSm29 do S.mansoni

O antigeno recombinante do Schistosoma mansoni, rSm29, utilizado neste estudo foi
gentilmente cedido pelo Dr. Sergio C. Oliveira do Instituto de Ciéncias Bioldgicas do
Departamento de Bioquimica e Imunologia da UFMG. O gene que codifica a proteina
rSm29 foi clonado em um plasmideo em cepas competentes de E. coli e testada
guanto a presenca de lipopolissacarideo (ROSENBAUM et al. 1985) utilizando um
Kit Cromogénico comercialmente disponivel (LAL, CAMBREX). Os niveis de LPS

estavam abaixo do limite de detecc¢éo (dados nao mostrados).

5.2.3 Obtencéao de células mononucleares de sangue periférico e isolamento

dos monocitos e dos linfocitos

Células mononucleares de sangue periférico (CMSP) dos pacientes com

leishmaniose cutédnea foram obtidas através do gradiente de Ficoll-Hypaque (GE
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Healthcare, Uppsala) e ajustadas para concentracdo de 1x107 células/mL em RPMI
1640 completo (100 pulL/mL de gentamicina, L-glutamina 2mM, 30mM HEPES),
contendo 10% de Soro Fetal Bovino inativado (Life technologies GIBCO BRL,
Gaithersburg, MD). Os Mondcitos (CD14*) foram isolados das CMSP utilizando-se
Beads Magnéticas (Monocyte Isolation Kitt Il human, MACS, Miltenyi Biotec) por
selecdo negativa, utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD3*, CD56*, CD16*,
CD7*, CD19" e Glycophorin A*. Os linfocitos resultantes da separagdo dos mondcitos
por BEADS magnéticas foram armazenados em -70°C em meio DMSO + 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB) por sete dias para posterior co-cultivo com as MoDCs. A
verificacdo da pureza da separacdo dos mondcitos e linfécitos foi realizada pela
marcagdo com anticorpo monoclonal anti-CD14, CD11lc e CD3 e avalaidas por
citometria de fluxo (Figura 1). Os mondcitos foram positivos para CD14 e negativos
para CD3 (Figura 1A). Adicionalmente, os mondcitos apresentaram baixa expressao
de CD11c (1,25%), uma vez que este marcador aumenta a sua expressao a medida
que esta populacdo diferencia em células dendriticas (Figura 1A). Para avaliar a
pureza dos linfocitos foi realizada marcacdo com anticorpo anti-CD3 e anti-CD14,
onde a populagcédo selecionada apresentou-se uma frequéncia média de 72% de
células CD3*CD14 (Figura 1C).

5.2.4 Diferenciagdo em células dendriticas derivadas de monocitos e co-

cultivos com linfécitos autélogos

Apods a separacdo, 2x10% mondcitos (CD14%) foram incubados a 37°C, 5% de CO:2
por 7 dias com 3mL/poco de RPMI completo contendo 800 Ul/mL de IL-4 (R&D
Systems) e 50ng/mL de GM-CSF (Peprotech), para diferenciacdo em células
dendriticas derivadas de mondcitos (MoDCs). Apos 7 dias de cultura, as MoDCs
foram coletadas lavando-se os pocos 3x com solugéo salina e ajustadas para a
concentracdo de 3x10° células/mL para os experimentos de citometria de fluxo. As
MoDCs foram estimuladas no sexto dia de diferenciacdo dos mondcitos com
10pg/mL de rSm29 recombinante ou 100ng/mL de LPS de Escherichia coli O111:B4
(Sigma-Aldrich) por 24 horas a 37°C em 5% CO2.
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5.2.5 Cultura das leishmanias e marcacdo com CFSE

As cepas de L. braziliensis (MHOM/BR/2007/LTCP11245) foram isoladas de leséo
de paciente com leishmaniose cutanea e inicialmente cultivadas em meio bifasico
NNN (Neal, Novy, Nicolle da SIGMA-Aldrich). Em seguida, as formas promastigotas
foram criopreservadas em nitrogénio liquido para posterior utilizacdo. Apds o
descongelamento em banho-maria a 37°C, as promastigotas foram cultivados a
23°C em meio Schneider (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) cotendo 5% de soro
fetal bovino inativado (Cripion Biotechnology, Brazil). Promastigotas metaciclicas
foram obtidas da cultura na fase-estacionaria (aproximadamente 5 a 7 dias) e foram
utilizadas para infectarem as MoDCs. Antes da infeccdo, as Leishmanias foram
incubadas com carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE; Invitrogen)
para posterior marcacdo dos parasitos e andlise da proliferacdo por citometria de
fluxo como descrito por Kamau e cols. (KAMAU et al., 2001). Resumidamente,
promastigotas de L. braziliensis foram lavadas em solucdo salina e novamente
suspensas a 6x107 em 10mL de soro fisiol6gico com 5 uM de CFSE, e incubadas a
37°C durante 10 minutos. Em seguida, os parasitos foram lavados duas vezes com
solucdo salina contendo 10% de SFB e novamente suspenso em meio RPMI,

estando prontos para serem utilizados para infeccao.

5.2.6 Infeccdo das MoDCs com promastigota de L. braziliensis

As MoDCs que haviam sido estimuladas pelos antigenos por 24h, foram ajustadas
para 3x10° e cultivados com 15x10° Leishmanias, na proporcao de 5 parasitos para 1
MoDC. As culturas de MoDCs com os parasitos foram incubadas por 2h a 37°C em
5% CO2 e em seguida lavadas com RPMI 1640 completo (100 pl/mL de
gentamicina, L-glutamina 2mM, 30mM HEPES), contendo 10% de Soro Fetal Bovino
inativado (Life technologies GIBCO BRL, Gaithersburg, MD) por 2 vezes afim de
bloguear a infec¢éo e retirar as Leishmanas que ndo foram internalizadas. Apés este
periodo foi realizado o co-cultivadas de 3x10° MoDCs com 30x10° linfécitos
autologos por 24 horas a 37°C em 5% CO2, como explicado anteriomente.
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5.2.7 Bloqueio de IL-10 nas culturas de MoDCs

Para avaliacédo do efeito do bloqueio da citocina IL-10 nas MoDCs, 3x10° células/mL
foram cultivadas em estufa a 37°C, 5% CO2 por 24 horas na presenca do antigeno
rSm29 (10ug/mL) e anticorpo neutralizante anti-IL-10 humano (10ng/mL clone JES3-
19F1, BD Pharmingen™). Em seguida as MoDCs foram infectadas com L.
braziliensis e co-cultivadas com linfocitos autélogos como descrito anteriomente. As
moléculas expressas na superficie das MoDCs em bloqueio ou na presenca do
anticorpo anti IL-10 foram avaliadas por citometria de fluxo. Para os experimentos de

blogueio utilizamos um n° de 4 pacientes.
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Figrua 1. Isolamento de Mondcitos (A) e linfécitos (C) por beads magenéticas e
marcacao da Leihmania braziliensis com CFSE (B).

5.2.8 Avaliacdo do fenotipo e do estado de ativacdo das células dendriticas

apoés estimulo em cultura e infeccao

As MoDCs infectadas ou néo, e os linfocitos nas diferentes condi¢cdes (sem estimulo,
estimuladas com rSm29 ou com LPS) foram cultivadas por 24h a 37°C, 5% de COa.
ApoOs a incubacéo, foram adicionados 20uL/poco de brefeldina diluida 10X (10ug/mL
- eBioscience) e realizada nova incubagdo sob as mesmas condi¢gbes por 4 horas.
As MoDCs foram ajustadas para 3x10° e entdo marcadas com 0S anticorpos
monoclonais CD11c-APC (clone 3.9), CDla-FITC (clone HI149), IL-10Ra-PE
(Polyclonal), CD40-PerCP-e Fluor 710 (clone 5C3), CD80-PerCP-e Fluor 710 (clone
2D10.4), CD86-PE (clone 1T2.2), CD83-PE-Cy7 (clone HB15e), HLA-DR- PerCP-
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Cy5.5 (clone LN3) (todos da eBioscience, California) e mantidas a 4°C por 20
minutos. ApOs a marcacdo das moléculas de superficie, os tubos que ndo tinham
marcacao intracelular foram lavados com PBS 1x e fixadas com 200uL de
formaldeido a 2% em PBS e mantidas a 4°C até a hora da aquisicdo no FACS. Em
seguida, os tubos que continham células para avaliacdo de citocinas intracelulares
foram centrifugados e incubados com 150ul/po¢co do tampéao de permeabilizacéo,
por 10 minutos em temperatura ambiente. Apos a incubacéo, foi feita marcacao
intracelular, utilizando-se anticorpo monoclonal IL-12p40/70-FITC (clone 11.5), IL-10-
PE (clone JES3-9D7) e TNF-PErCPCy5.5 (clone MAbl1l), todos da eBioscience
California, seguido de incubacéo por 30 minutos a temperatura ambiente, protegido
da luz. Em seguida foram feitas 2 lavagens utilizando-se o tampdo de
permeabilizacdo, seguida de ressuspensdo das células em 200uL de solucdo de
lavagem (PBS 1x + Azida 1M+ BSA) e realizadas as leituras no FACS. Para avalicao
fendtipica dos linfécitos foram realizadas marcacdes das células com anticorpos
monoclonais contra marcadores de superficie celular CD3-FITC (clone OKT3), CD4-
PerCP-Cy5.5 (clone OKT-4), CD8-APC (clone OKT8), CD28-PE (clone CD28.2
(ORALL), CD25-PeCy7 (clone M-A251 (ORALL), CD152 (CTLA-4)-PE (clone 14D3),
todos da eBioscience California e CD40L-PeCy7 (clone 24-31; Biolegend, California).
A aquisicéo foi realizada utilizando-se o aparelho FACSCanto (Becton Dickinson),

num total de 100.000 eventos.

As células dendriticas e os linfécitos foram analisados de acordo com a frequéncia
da expressdo dos marcadores de superficie celular utilizando-se o programa
FlowJo™ (Tree Star, USA). As populacées celulares foram definidas por
fluorescéncia inespecifica a partir da dispersao frontal (FSC) e lateral (SSC) como
parametros de tamanho e granulosidade celular, respectivamente. De acordo com as
caracteristicas celulares, foi feita a selecdo das populacbes de MoDCs por janelas
nestas populacbes (Figura 2A). A frequéncia das populagcbes de MoDCs foram
realizadas a apartir da sele¢cdo das células CD11lc* (Figura 2B). A analise da
populacdo dos linfécitos T foi realizada pela selecdo da populagcdo CD3* e das
subpopulacdes CD4* e CD8*, utilizando-se o progama Flow-Jo (Figuras 2C e 2D,

respectivamente).
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Figura 3. A figura representa a estratégia de selecdo a partir de uma plot de
densitométrica de fluorescéncia néo especifica por tamanho (FSC) e granulosidade
(SSC) celular, identificando as populacbes de células dendriticas (superior) e
linfocitos (inferior) que foram co-cultivados por 24h. A figura B representa o marcador
de MoDCs (CD11c*) avaliado dentro da populacédo de MoDCs e as figuras C e D as
subpopulacdes de linfécitos T CD3*CD4* ou T CD3*CD8* avaliados dentro da
populacao de linfécitos, respectivamente.
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5.2.9 Determinacédo dos niveis de citocinas

Os niveis das citocinas IL-10, IL-12p40, INF-y e TNF foram avaliados nos
sobrenadantes das co-culturas de MoDCs e linfécitos, segundo informacdes do
fabricante (Pharmingen, San Diego, CA). Resumidamente, placas (Nunc-Immuno
Plate MaxiSorp surface, Nalgene Nunc Int, Roskilde, Dinamarca) foram
sensibilizadas durante 24h, a 4°C com anticorpo monoclonal anti-citocina humana
(IL-10, IL-12p40, INF-y e TNF) na concentracdo de 4ug/mL. No dia seguinte, ap0s
lavagem das placas com PBS Tween 0,05% foi realizado o bloqueio de ligacbes
inespecificas com PBS + albumina bovina 0,01% por 2 horas a temperatura
ambiente. Em seguida foram realizadas 3 lavagens com PBS / Tween 0,05%, e
adicionando amostras, brancos e a curva-padrdo que foram incubados a
temperatura ambiente por duas horas. As placas foram lavadas novamente trés
vezes e adicionado o anticorpo de deteccdo anti-citocina humana biotinilado
(2ug/mL). Apos incubar uma hora a temperatura ambiente as placas foram lavadas
4X e foi adicionado o conjugado (peroxidase conjugada a streptavidina). As placas
foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds lavagem adicionou-
se o substrato (3, 3, 5, 5'-tetrametilbenzidina + H202 + dimetilsulféxido) e as placas
foram incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente. A reacédo foi interrompida
por adicdo de H2SO4 (8M). A densidade optica (D.O.) foi lida a 450nm (Spectramax,
Molecular Devices Corporation Sunnyvale, CA.) e os valores convertidos em pg/mL
baseando-se na curva padrdao (Soft Max Pro 5.0 Molecular Devices Corporation

Sunnyvale, CA). Os resultados foram expressos em pg/mL.

5.2.10 Avaliacdo microcopica da infectividade das MoDCs pela Leishmania

braziliensis

Para avalicdo da taxa de infeccdo das MoDCs pela L. braziliensis na presenca ou
auséncia do antigeno rSm29, foram realizadas laminas confeccionadas por cytospin
(1000rpm, 1 minuto) e em seguida as laminas foram coradas com corante Panétipo
(Interlab). Foram avaliados o numero de MoDCs infectadas e a quantidade de
amastigotas por 100 células contadas. Para esta avaliagdo foram contadas 200

células por lamina avaliadas por dois observadores independentes.
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5.2.11 Anélises estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o programa GraphPadPrism 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA EUA). As diferencas entre as frequéncias de
MoDCs e os niveis das citocinas dos pacientes com leishmaniose foram avaliadas
por ANOVA ndo paramétrica (Teste de Friedman com pdés teste de Dunns). As
diferencas entre as frequéncias dos linfétios e infectividade entre as MoDCs foram
avaliadas com o teste T ndo pareado. As frequéncias de células positivas foram
expressas em mediana (minimo e maximo) da porcentagem ou a meédia de
intensidade de fluorescéncia (MIF). As concentragbes das citocinas foram
expressas em média e desvio padrdo (pg/mL). A significancia estatistica foi

estabelecida no intervalo de confianca de 95%.
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Avaliacdo fenotipica das moléculas associadas a maturacdo e
apresentacao antigénica nas células dendriticas derivadas de monocitos

(MoDCs) ap6s estimulo pelo rSm29 e co-cultivadas com linfécitos autélogos

Avaliamos o efeito da adicdo do antigeno rSm29 na frequéncia da molécula
associada a maturacao celular (CD83), na expressédo dos marcadores associados a
ativacdo/apresentacdo antigénica (HLA-DR e CDla), moléculas co-estimulatorias
(CD80, CD86 e CD40) nas células dendriticas derivadas de mondcitos co-cultivadas
com linfocitos autélogos (MoDCs-Li) de pacientes com leishmaniose cutanea (LC).

Nas culturas infectadas pela L. braziliensis, a adicdo do rSm29 levou a um aumento
na frequéncia de células CD11c*CD83* [44% (20-74)] comparadas as co-culturas
nao estiuladas [27% (13-63); *p<0,05] ou estimuladas com LPS [34% (18-59);
*p<0,05, Figura 3A]. Nas culturas estimuladas com LPS, o aumento na frequéncia de
células CD11c*CD83* também foi observado nas MoDCs nao infectadas [32% (9-
65)] comparadas as culutras ndo estimuladas do mesmo grupo [18% (7-60); *p<0,05,
Figura 3A]. Observamos uma aumento na frequéncia de células CD11c*CD83* nas
culturas estimuladas rSm29 de MoDCs infectadas pela L. braziliensis [44% (20-74)]

comparadas as culturas nao infectadas [29% (10-67); *p<0,05, Figura 3A|].

Em relacdo a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) de HLA-DR observamos
gue a adicdo do antigeno rSm29 néo alterou o MIF de HLA-DR tanto nas culturas de
MoDCs infectadas pela L. braziliensis [MIF: 87 (27-239)] como nas culturas nao
infectadas [MIF: 70 (10-246)], comparadas as culturas sem esimulo [MoDCs
infectada: 63 (28-268); MoDCs néo infectada: 72 (10-189), respectivamente] ou
estimuladas com LPS [MoDCs infectada: 68 (27-252); MoDCs néo infectada: 59 (10-
207), respectivamente, Figura 3B).

Em relacdo a frequéncia de MoDCs expressando a molecula CD1a, apresentadora
de antigenos lipidicos, observamos nas co-culturas infectadas pela L. braziliensis
uma diminuicdo na frequéncia de CD11c*CDla* apds estimulo com rSm29 [31%
(16-68)], comparadas as culturas nao estimuladas [39% (20-66); *p<0,05, Figura
3C]. Nas co-culturas MoDCs-Li ndo infectadas apenas a estimulagdo pelo LPS
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apresentou uma reducdo na frequéncia de células CD11c*CDla* [22% (14-57)],
guando comparadas as culturas néo estimuladas [27% (16-65); p<0,05, Figura 3C].

Em relacdo a frequéncia de MoDCs expressando as moléculas co-estimulatérias
CD80 e CD86 observou-se que a adicdo de rSm29 levou a um aumento na
frequéncia destas moléculas nas culturas infectadas pela L. braziliensis [CD80 : 41%
(23-67)]; CD86: 92% (66-97)] comparadas as culturas ndo estimuladas [CD80: 25%
(19-54); CD86: 84% (41-95); p<0,05, Figuras 3D e E, respectivamente]. Nestas
culturas, o estimulo das MoDCs com LPS também levou a um aumento na
frequéncia de células expressando CD80 [32% (21-66)] comparadas as culturas ndo
estimuladas [25% (19-54); *p<0,05, Figura 3D].

Nas co-culturas néo infectadas a adicdo do antigeno rSm29 também levou a uma
aumento na frequéncia de CD11c*CD80* [34% (20-85)] e de CD11c*CD86* [79%
(46-97)] quando comparadas as culturas nao estimuladas [CD80: 21% (13-47);
CD86: 65% (39-89); *p<0,05, Figuras 3D e E, respectivamente]. Nas culturas nao
infectadas, o estimulo de MoDCs com LPS também levou a um aumento na
frequéncia de células expressando CD80 [29% (21-66)] comparadas as culturas nao
estimuladas [21% (13-47); *p<0,05, Figura 3D]. Observamos também que nas
culturas estimuladas com LPS, houve um aumento na frequéncia de CD11c*CD86"
nas MoDCs infectadas [93% (60-97)] comparadas as MoDCs néo infectadas [68%
(52-90); *p<0,05, figura 3E].

Em relacdo a frequéncia de CD11c* expressando CD40 apenas nas co-culturas nao
infectadas pela L. braziliensis a adicdo do rSm29 levou a um aumento na expressao
deste molécula [27% (14-70)], comparadas as culturas ndo estimuladas [22% (13-
68); *p<0,05. Figura 3F].

Nestas avaliagbes podemos observar que nas culturas estimuladas pelo Sm29 a
infeccdo das MoDCs pela Leishmania braziliensis n&o foi capaz de diminuir o perfil

de ativacéo destas células.
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Figura 3. Expressdo das moléculas associadas a apresentacéo antigéncia (HLA-DR
e CD1a), maturacdo (CD83) e co-estimulatorias (CD40, CD80 e CD86) nas MoDCs
estimuladas pelo rSm29 (10pg/mL) ou LPS (100ng/mL) e infectadas ou néo pela L.
braziliensis, co-cultivadas com linfocitos autélogos por 24h. (A) CD11c*CD83 (%),
(B) CD1l1c*HLA-DR* (MIF), (C) CD1ic*CDla* (%), (D) CD11c*CD80 (%), (E)
CD11c*CD86 (%) e (F) CD11c*CD40 (%). Os resultados s&o0 expressos como
mediana, valores min. - max. e percentis. * p<0,05 e ** p<0,005. Teste de Friedman.
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5.3.2 Avaliacdo da frequéncia de MoDCs co-cultivadas com linfocitos
autologos expressando as citocinas intracelulares 1L10, IL12, TNF

Em relacdo a frequéncia de MoDCs expressando a citocina regulatoria IL-10 nas co-
culturas infectadas pela L. braziliensis observamos que a adi¢cdo de rSm29 foi capaz
de aumentar a frequéncia de células CD11c*IL-10* [6,7% (6,2-14)] comparadas as
culturas ndo estimuladas [3,6% (2,4-8,9); **p<0,01, Figura 4A]. Quando avaliamos o
IL-10 nas MoDCs néo infectadas observamos que a adicdo de rSm29 também levou
a um aumento na frequéncia de células expressando IL-10 [3,1% (2,0-4,8)]
comparadas as culturas ndo estimuladas [1,5% (1,2-2,2)] ou estimuladas com LPS
[2,2% (1,6-3,6); *p<0,05, Figura 4A].

Nas culturas infectadas, a frequéncia de células espressando IL-10 foi maior tanto
sem estimulo (p<0,05), estimuladas com rSm29 (p<0,05) ou com LPS (p<0,05) em
relagdo as culturas ndo infectadas correspondentes (Figura 4A).

Em relacéo a frequéncia de MoDCs expressando a citocina inflamatéria TNF nas co-
culturas infectadas pela L. braziliensis observamos que a adicdo de rSm29 néo
alterou a frequéncia de CD11c*TNF* [11% (7-18)] comparadas as culturas nao
estimuladas [9% (8-19)] ou estimuladas com LPS [13% (8-28); Figura 4B]. Quando
avaliamos o TNF nas culturas ndo infectadas observamos que a adicdo de rSm29 foi
capaz de aumentar a frequéncia de células expressando TNF [13% (12-15)]
comparadas as culturas ndo estimuladas [7% (5-8)] ou estimuladas com LPS [8% (6-
16); *p<0,05, Figura 4B]. As culturas sem estimulo infectadas pela L. braziliensis
apresentaram maior frequéncia de células CD11*TNF* (p<0,05) comparadas as
culturas nédo infectadas (p<0,05, figura 4B).

Em relacdo a frequéncia de MoDCs expressando a citocina pré-inflamatéria 1L-12,
nas co-culturas infectadas pela L. braziliensis observamos que a adicdo de rSm29
diminuiu a frequéncia de CD11c*IL-12* [15% (10-17)] comparadas as culturas néo
estimuladas [18% (16-20); *p<0,05; Figura 4C]. Por outro lado, nas culturas
infectadas observamos um aumento de MoDCs espressando IL-12 quando
estimuladas pelo rSm29 [18% (11-20)] ou LPS [14% (11-16)] em relag&o as culturas
nao estimuladas [8% (6-11); *p<0,05, Figura 4C]. Assim como observado pela
frequéncia de células espressando IL-10 ou TNF, a frequéncia de células CD11c*IL-
12* foi maior nas culturas ndo estimuladas infectadas pela L. braziliensis (p<0,05)

comparadas aquelas néo infectadas (p<0,05, figura 4C).
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Figura 4. Frequéncia de MoDCs expressando as citocinas intracelulares CD11c*IL-
10 (A), CD11c*'TNF (B) e CD11c*IL-12 (C) ap6s 24h de co-culturas com linfocitos
autologos infectados ou néo pela L. braziliensis, estimuladas pelo rSm29 (10ug/mL)
ou LPS (100ng/mL). Os resultados sdo expressos como mediana, valores min. -
max. e percentis. *p<0,05, **p<0,005 e ***p<0,001. Teste de Friedman.
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5.3.3 Efeito do bloqueio de IL-10 na expressdo dos marcadores de superficie e
citocinas intracelulares nas MoDCs co-cultivadas com linfocitos autélogos

Sabendo-se que um dos principais mecanismos de regulacdo da resposta imune
induzida pelo antigeno rSm29 in vitro na leishmaniose foi mediado pelo aumento na
fequéncia de células expressando IL-10 e na producdo dessa citocina in vitro
(BAFICA et al., 2012; LOPES et al., 2014), resolvemos avaliar o efeito do bloqueio
desta citocina na frequéncia de MoDCs expressando moléculas de ativagao,
maturacgéo, co-estimulatorias e de regulacdo. O bloqueio de IL-10 nas co-culturas de
MoDCs infectadas pela L. braziliensis e estimuladas pelo rSm29, levou a um
aumento na expressdo de HLA-DR" [MIF: 163 (76-315)] e na frequéncia das MoDCs
expressando CDla [55% (49-58)] e CD80 [60% (49-70)] comparadas as culturas
sem o bloqueio desta citocina (*p<0,05; Tabela 1). O bloqueio de IL-10 n&o alterou a
frequéncia de células dendriticas expressando CD40, CD83, CD86 e IL-10R

comparadas as culturas sem bloqueio (Tabela 1).

Tabela 1. Bloqueio de IL-10 (10ng/mL) nas culturas de células dendriticas derivadas
de mondcitos estimuladas com rSm29 (10ug/mL), infectadas pela Leishmania
braziliensis e co-cultivadas com linfécitos autélogos de pacientes com leishmaniose
cutanea (n=4) por 24h. Teste T ndo pareado.

Moléculas rSm29 rsm29+ a IL-10 p
CD11c*CD83" (%) 41 (23-63) 48 (13-65) ns
CD11c*HLA-DR* (MIF) 78 (21-159) 163 (76-315) <0,05

CD11c*CD1la" (%) 27 (16-52) 55 (49-58) <0,005
CD11c*CD80" (%) 41 (23-64) 59 (49-69) <0,05
CD11c*CD86" (%) 92 (86-97) 81 (47-95) ns
CD11c*CD40" (%) 26 (12-75) 34 (24-35) ns

CD11c*IL-10R* (%) 19 (6-34) 16 (5-39) ns
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5.3.4 Frequéncia de MoDCs expressando receptor de IL-10 ap6s estimulo pelo

rSmz29 e co-cultivadas com linfocitos autélogos

Desde que a diminuicdo na frequéncia de expressao do receptor de IL-10 (IL-10R) in
situ tem sido associada a um agravamento no processo inflamatério associado a
lesédo tegumentar (FARIA et al., 2005) e que estudo prévio pelo nosso grupo mostrou
que o estimulo in vitro pelo rSm29 aumenta a frequéncia de CD11*IL-10R* nas
culturas estimuladas pelo antigeno solavel de L. braziliensis decidimos avaliar se o
rSm29 aumenta a frequéncia de CD11*IL-10R* nas co-culturas de pacientes com
leishmaniose infectadas pela L. braziliensis.

Observamos que a adi¢cdo do rSm29 levou a uma aumento na frequéncia de MoDCs
expressando IL-10R* nas co-culturas infectadas pela L. braziliensis de pacientes
com LC [19% (6-34)], comparadas as culturas ndo estimuladas [16% (7-25); p<0,05.
Figuras 5B]. O mesmo foi observado nas culturas ndo infectadas, onde a adicao de
rSm29 também aumentou a frequéncia de MoDCs expressando IL-10R [18% (3-43)]
comparadas as culturas ndo estimuladas [IL-10R: 13% (1-23); *p<0,05. Figuras 5A]
ou as culturas estimuladas com LPS [IL-10R: 13% (2-23); *p<0,05. Figura 5B].
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Figura 5. Frequéncia de MoDCs estimuladas pelo rSm29 (10ug/mL) ou LPS
(100ng/mL) e infectadas ou nédo pela L. braziliensis, co-cultivadas com linfécitos
autologos por 24h expressndo o receptor de IL10 (IL-10R). (A) Plot representativo de
um experimento. (B) Frequéncia de CD11c*IL-10R* em MoDCs. Os resultados sao
expressos como mediana, valores min. - max. e percentis. *p<0,05. Teste de
Friedman.
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5.3.5 Avalicéo fenotipica dos linfocitos T CD4* nas co-culturas com MoDCs de
individuos com LC ap6s estimulo pelo rSm29

O perfil fenotipico das moléculas associadas a ativacao/regulacdo nos linfécitos
TCD4* nas co-culturas de MoDCs infectadas ou ndo e linfécitos autélogos de
pacientes com leishmaniose cutdnea também foi avaliado.

A adicdo do antigeno rSm29, nas co-culturas de MoDCs infectadas + linfocitos,
levou a uma diminuicdo na frequéncia de linfécitos T CD4* [66% (19-85)]
comparadas as culturas ndo estimuladas [62% (19-82); p<0,05]. Nas culturas ndo
infectadas néo foi observado diferenca estatistica pela adicdo do rSm29 (Figura 6A).
Em relacdo a molécula co-estimulatéria associada a ativacéo celular, CD28, a adi¢ao
do antigeno rSm29 levou a uma diminuicdo na frequéncia de linfécitos T CD4*CD28*
[835% (22-72)], comparadas as culturas nao estimuladas [56% (17-77); p<0,05]. Nas
culturas nédo infectadas néo foi observado difrenga estatistica pela adigdo do rSm29
(Figura 6A).

Em relacdo as moléculas associadas a regulacdo da resposta imune, CTLA-4 e
CD25"9" observou-se que a adicdo do rSm29 aumentou a frequéncia de linfocitos T
CD4*CTLA-4* [2,7% (1,3-7,0)] e T CD4*CD25"9" [0,8% (0,2-4)] nas co-culturas de
MoDCs infectadas + linfécitos, em relacdo as culturas ndo estimuladas [CTLA-4:
0,9% (0,1-2,6); CD25"9": 0,3% (0,1-2,6); p<0,05, Figuras 6B e C, respectivamente].
A frequéncia de linfécitos T CD4*CTLA-4* também foi maior nas culturas néo
infectadas [2,8% (0,9-5,1)] em relagdo as culturas sem estimulo [0,7% (0,1-2,5);
*p<0,05, figura 6B]. Nas culturas infectadas e estimuladas com rSm29 a frequéncia
de linfécitos T CD4*CD25M9" [0,8% (0,2-4)] foi maior quando comparado as culturas
nao infectadas [0,3% (0,1-0,7); *p<0,05, figura 6B].

A adicdo de rSm29 nédo alterou a frequéncia de linfécitos T CD4* expressando a
molécula co-estimulatoria CD40L [3% (2,4-9,3)] e a frequéncia dos linfocitos T CD4*
expressando a molécula CD25°" [6% (2-16)], em relacdo as culturas nao
estimuladas [CD40L: 2% (1-7); CD25'"%: 6% (3-14), respectivamente, Figuras 6A, D
e E], tanto nas culturas infectadas pela L. braziliensis como nas culturas nao

infectadas.
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Figura 6. Frequéncia de linfécitos TCD4* (A), T CD4*CD28 (B), T CD4*CTLA-4 (C),
T CD4*CD25M"9" (D) T CD4*CD40L (E) e T CD4*CD25'°" (F) nas co-culturas com
MoDCs por 24h de individuos com LC apo6s estimulo pelo rSm29. Os resultados
foram expressos como mediana, valores min. - max. e percentis. *p<0,05, **p<0,005
e ***p<0,001, teste T ndo pareado.
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5.3.6 Avaliacdo fenotipica dos linfécitos TCD8* nas co-culturas de MoDCs de

individuos com LC ap6s estimulo pelo rSm29

A adicdo do antigeno rSm29, nas co-culturas de MoDCs infectadas + linfocitos,
levou a uma diminuicdo na frequéncia de linfécitos T CD8* [15% (10-33)]
comparadas as culturas ndo estimuladas [17% (11-36); p<0,05, Figura 6A].

Em relacdo aos marcadores fenotipicos nos linfocitos TCD8*, semelhante ao
abservado para os linfécitos TCD4*, a adicdo de rSm29 as co-culturas infectadas
pela L. braziliensis levou a uma reducdo na frequéncia de linfocitos TCD8*
expressando CD28 [23% (10-58)] e um aumento na frequéncia de linfécitos T
CD8*CTLA-4* [9% (6-13)] e T CD8*CD25" [10% (8-14)] em relacéo as culturas ndo
estimuladas [CD28: 31% (15-61); CTLA-4: 6% (2-11); CD25: 7% (5-12); p<0,05,
Figuras 7B, C e D respectivamente]. A frequéncia de linfocitos T CD8* expressando
CD40L foi semelhante entre as culturas estimuladas com rSm29 [12% (5-23)] e sem
estimulo [9% (5-16), Figura 7E].

Nas co-culturas MoDCs + linfécitos ndo infectadas nao foram observadas diferencas
na frequéncia de linfécitos TCD8* ou na expressdo das moléculas CD28, CTLA-4,
CD25 ou CD40L pr estas células em relacdo as co-culturas sem estimulos (Figuras
7A, B, C, D e E, respectivamente).
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Figura 7. Frequéncia de linfocitos T CD8* (A) ap0s 24h de co-culturas com MoDCs
infectadas ou néao pela L. braziliensis estimuladas pelo rSm29 de individuos com LC.
Expressdo de T CD8*CD28 (B), T CD8*CTLA-4 (C), T CD8*CD25 (D) e T
CD8*CD40L (E). Os resultados foram expressos como mediana, valores min. - max.
e percentis. *p<0,05, **p<0,005 e ***p <0,001, teste T ndo pareado.



56

5.3.7 Niveis de citocinas no sobrenadante das co-culturas de MoDCs
infectadas ou nédo infectadas pela L. braziliensis, com linfocitos autélogos

Avaliamos ainda os niveis de citocinas no sobrenadante das culturas de MoDCs
infectadas ou nao pela L. braziliensis + Linfocitos observamos no sobrenadante das
culturas estimuladas com o antigeno rSm29 um aumento nos niveis de IL-10 (536 +
527 pg/mL) em relacdo as culturas sem estimulo [(171 £ 134 pg/mL); p<0,05] ou
estimuladas pelo LPS [(202 + 253 pg/mL) p<0,05], figura 8A. Por outro lado,nessas
culturas infectadas observou uma diminuicdo nos niveis de IL-12p40 (257 = 124
pg/mL) e INF-y (1044 + 501 pg/mL) comparadas as culturas ndo estimuladas [IL-
12p40: 1126 + 1029 pg/mL; p<0,05; INF-y: 1810 + 684 pg/mL). Nado houve alteracéo
nos niveis de TNF pela adicdo de rSm29 as culturas infectadas pela L. braziliensis
(Figura 8B). Nas culturas infectadas estimuladas com LPS apresentaram niveis mais
baixos de IL-12p40 (376 + 292 pg/mL) comparadas as culturas ndo estimuladas (IL-
12p40: 1126 + 1029 pg/mL; p<0,05, Figura 8C).

Nas co-culturas ndo infectadas de MoDCs com linfcitos autélogos observamos que
a adicdo de rSm29 foi capaz de aumentar os niveis de IL-10 (913 + 794 pg/mL), TNF
(204 + 203 pg/mL) e IL-12p40 (369 + 248 pg/mL) em relacdo as culturas néo
estimuladas [IL-10: 499 + 1054 pg/mL; TNF: 65 + 78 pg/mL; IL-12p40: 100 = 33
pg/mL; *p<0,05, Figuras 8A, B e C] ou estimuladas com LPS [IL-10: 583 + 487
pg/mL; TNF: 80 + 86 pg/mL; *p<0,05, Figuras 8A e B]. Ainda nestas culturas o
estimulo com LPS levou a um aumento dos niveis de IL-12p40 (295 + 270 pg/mL)
comparadas as culturas ndo estimuladas (100 + 33 pg/mL; p<0,05, Figura 8C).
Neste grupo, os niveis de INF-y foram semelhantes entre as culturas estimuladas
com rSm29 (37,7 £ 11,9 pg/mL), estimuladas com LPS (49,8 + 60,0 pg/mL) e néo
estimuladas (41,0 + 22,2 pg/mL), figura 8D.

A infeccdo das MoDCs pela L. braziliensis nas culturas ndo estimuladas aumentou
0S niveis das citocinas TNF, IL-12p40 e INF-y comparadas as culturas nao

infectadas (Figuras 8 B, C e D, respectivamente].
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Figura 8. Niveis de IL-10 (A), TNF (B), IL-12p40 (C) e INF-y (D) no sobrenadante
das culturas de MoDCs estimuladas ou nao pelo rSm29, infectadas e ndo infectadas
pela L. braziliensis e co-cultivadas com linfécitos autélogos por 24h. Os resultados
sao expressos como média + desvio padrao. *p<0,05, **p<0,005 e ***p<0,001. Teste
de Friedman.
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5.3.8 Avaliacao da infectividade das co-culturas de MoDCs ap6s estimulo pelo
rSm29

Finalmente, avaliamos o efeito da adicdo do antigeno rSm29 na infectividade das
MoDCs pela L. braziliensis. Inicialmente realizamos uma cinética de infectividade
nas MoDCs pelas L. braziliensis e ndo observamos diferencas na adicdo do rSm29
em relacdo as células ndo estimuladas nos tempos de 2h, 24h, 48h e 72h apos a
infeccdo avaliados por microscopia Optica (dados ndo mostrados). Na avaliacdo
microscopica o estimulo com rSm29 ndo aumentou a frequéncia de MoDCs
infectadas pela L. braziliensis [39% (26-54)], nem o numero de amastigotas em 100
células [220 amastigotas (57-302)] comparadas as culturas ndo estimuladas [44%
(39-50); 203 amastigotas (68-328); respectivamente, figura 9A].

Avaliando-se a frequéncia e MIF de CFSE como indicador da proliferagdo da
Leishmania nas MoDCs (CD1l1c*) observamos que, assim como Vvisto na
microscopia Optica, a presenca do antigeno de rSm29 néo alterou a proliferacao das
leishmanias no interior da MoDCs [21% (13-71); MIF: 663 (222-1089)] em relacéo as
culturas néo estimuladas [29% (14-63; MIF: 721 (192-1172); Figura 9B]. Este dado
pode ser comprovado pela figura 9C que mostram a frequéncia de diviséo (FD) e o
index de proliferacdo (IP) destas células estimuladas pelo rSm29 [FD: 35% (23-100);
IP: 2,3 (1,2-6,8)] ou ndo estimuladas [FD: 64% (30-92); IP: 2,0 (1,1-5,8); Figura 9C].
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Figura 9. Infectividade por 2h das L. brazileiensis nas MoDCs estimuladas pelo
rSm29 (10ug/mL) e em seguida co-cultuvadas com linfécitos autdlogos por 24h. (A)
Frequéncia de MoDCs infectadas e numero de amastigotas/100 MoDCs, (B)
Frequencia de expressado de CFSE nas L. braziliensis e média de intensidade de
fluorescéncia de CSFE ligado nas L. brazileiensis nas MoDCs (CD11lc*), (C)
Frequéncia de divisdo das formas amastigotas nas MoDCs e index de proliferacéo
das formas amastigotas nas MoDCs, (D) Grafico representativo de um experimento
avaliando a infectividade das MoDCs pela L. brazisiensis, (E) Dot representativo de
um experimento avaliando a taxa de infeccdo pela L. brazisiensis (CFSE*) nas
MoDCs (CD11c"), (F) Histograma representativo de um experimento avalindo
proliferacdo das amastigotas através da expressdo de CFSE em MoDCs (CD11c") .
Os resultados séo expressos como mediana, valores min. - max. e percentis.
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5.4 DISCUSSAO

O aparecimento da Uulcera leishmaniética como manifestacdo clinica mais
importante na leishmaniose cutdnea é decorrente da exacerbagdo da resposta
imune predominantemente do tipo Thl/inflamatoria. A producédo de IFN-y e TNF, ao
tempo em que é importante para eliminacdo da Leishmania, devido a estimulagcéo
macrofagica, quando exacerbada esta associada a lesao tecidual (BACELLAR et al.,
2002). Os eventos iniciais na infeccdo pela Leishmania sp, envolvendo os
macrofagos e as células dendriticas na producao de citocinas e na apresentacao de
antigenos do parasito para células T, podem influenciar a resposta do hospedeiro e
o curso da infeccdo (DE SAINT-VIS et al., 1998). Sendo assim, o ambiente celular
associado ao perfil de citocinas pro-inflamatoérias e anti-inflamatorias € importante
para controlar a multiplicacdo parasitaria sem causar danos ao hospedeiro
(BELKAID, 2003; CARVALHO et al., 2005).

Nosso grupo tem realizado alguns estudos na tentativa de caracterizar antigenos do
S. mansoni com propriedades regulatérias, que permitam modular o processo
inflamatorio exacerbado associado as doencas de base imunoldgica, a exemplo da
asma (CARDOSO et al., 2006; PACIFICO et al., 2009; CARDOSO et al., 2010), da
infeccdo pelo HTLV-1 (LIMA et al.,, 2013; LIMA et al., 2017) e da leishmaniose
(BAFICA et al., 2011; BAFICA et al., 2012; LOPES et al., 2014). Sabe-se que este
efeito modulador ndo depende do parasito vivo, haja visto que antigenos oriundos
desses patdgenos possuem essa mesma propriedade moduladora (VELUPILLAI et
al., 2000), contudo os mecanismos responsaveis para melhor esclarecer esse
fendbmeno estdo sendo estudados. Alguns destes mecanismos incluem a inducdo da
producdo de células e moléculas regulatorias a exemplo de células T CD4*CD25* e
das moléculas CTLA-4 e IL-10 (ZACCONE et al., 2003; YANG et al., 2007; ZHENG
et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009; CARDOSO et al., 2010; BAFICA et al., 2012).

O presente estudo avaliou a capacidade do antigeno rSm29 do S. mansoni em
induzir o perfil regulatério tanto nas células dendriticas derivadas de mondcitos
(MoDCs) como nos linfécitos e consequentemente regular a inflamacao exacerbada
observada na leishmaniose cutanea. A escolha do antigeno rSm29 decorreu de
estudos prévios mostrando o potencial modulatério deste antigeno nas doencas que
cursam com uma exacerbacgéo da resposta imune, como revisado recentemente por

Oliveira e cols. (OLIVEIRA et al., 2016). Adicionalmente, estudo prévio pelo nosso
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grupo mostrou que a estimulacdo in vitro pelo antigeno rSm29 em PBMC de
pacientes com leishmaniose foi capaz de aumentar a produgao de IL-10 e reduzir
IFN-y em um numero expressivo de individuos (BAFICA et al., 2011). Nosso grupo
mostrou ainda que MoDCs de individuos com leishmaniose, estimuladas com
SLA+rSm29 apresentaram um perfil de ativacdo ndo convencional, ou seja, aumento
na frequéncia de marcadores de ativacdo e moléculas co-estimulatérias, com
paralelo aumento na frequéncia de expressao de IL-10 e do seu receptor (LOPES et
al., 2014). Dando continuidade ao estudo anterior, neste estudo decidimos avaliar o
efeito da estimulacdo pelo rSm29 nas MoDCs de individuos com leishmaniose
infectadas pela L. braziliensis, além de avaliarmos os marcadores fenotipicos nos
linfécitos autdlogos. Esta melhor caracterizacdo nos ajudard a identificar estratégias
terapéuticas no controle da resposta exacerbada induzida pela infeccdo por este

parasito.

Pouco se sabe sobre a habilidade de antigenos de helmintos em induzirem a
maturacdo de células dendriticas. Em nosso estudo observamos que o antigeno
rSm29 induziu maturacéo, avaliada pela expresséao de CD83, nas MoDCs infectadas
pela L. braziliensis. Um estudo in vitro mostrou que a adicdo do antigeno excretorio-
secretério da Taenia crassiceps (TcES) as culturas de MoDCs de individuos
saudaveis estimuladas pelo LPS levou a um aumento na expressao de CD83, porém
a presenca do TcES sozinho ndo alterou o estado de maturacdo destas células
(TERRAZAS et al, 2011). Neste estudo ndo adicionamos LPS as culturas
estimuladas pelo rSm29, entretanto, nas culturas estimuladas apenas pelo LPS,
observamos um aumento na maturacdo destas células em relacdo as culturas sem
estimulo, tanto infectadas ou ndo. Em relacdo a infeccdo pela Leishmania, os
estudos sdo divergentes, dependendo das diferentes espécies do parasito. Alguns
estudos mostram que a interacédo de células dednriticas (DC) por diferentes espécies
de Leishmania, incluindo a L. braziliensis, limita o processo de ativagcao e maturacéo
das DCs, levando a uma resposta imune menos efetora dos linfocitos T na
eliminacdo parasitaria (CARVALHO et al., 2008; RESENDE et al., 2013). Por outro
lado, um estudo em modelo experimental, utilizando células dendriticas derivadas da
medula 6ssea (BMDCs) de camundongos infectadas pela L. braziliensis mostrou um
aumento na sua maturacdo comparadas as celulas néo infectadas, sendo estas
células capazes de promover a ativacao de linfocitos T (VARGAS-INCHAUSTEGUI
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et al., 2008). Um estudo de Favali e cols. (2007) mostraram que a infec¢ao in vitro de
MoDCs de humanos pela L. amazonensis ou mesmo o estimulo pelo SLA nao
alteraram a capacidade de maturacdo destas células avaliadas pela expressao de
CD83 (FAVALI et al., 2007).

Em relacdo a expressao da molécula associada a apresentacao antigénica, HLA-DR,
observamos que a estimulacdo pelo rSm29 ou pelo LPS ndo alterou a média de
intensidade de fluorescéncia desta molécula nas MoDCs infectadas ou ndo pela L.
braziliensis em relacdo as culturas nao estimuladas. Dados prévios do nosso grupo,
mostram que estimulo com rSm29 em cultura de MoDCs de pacientes com LC
apresentaram expressdo de HLA-DR semelhantes as células ndo estimuladas
(LOPES et al., 2014). Por outro lado, mondcitos de pacientes com LC estimuladas
com rSm29 apresentaram menor expressdo de HLA-DR comparado a células néo
estimuladas (BAFICA et al., 2012).

Em modelo experimental de co-infeccdo helminto-protozoario, foram observados que
células dendriticas derivadas de medula 6ssea (BMDCs) de camundongos co-
infectados pelo S. japonicum e Plamodium berghei apresentam menor expressao
(MIF) de HLA-DR, comparadas as BMDCs de camundongos infectados apenas pelo
P. berghei (WANG et al.,, 2013). No nosso estudo a infeccdo apenas pela L.

braziliensis ndo diferiu em relacéo a expressao desta molécula.

Avaliamos a influéncia do antigeno rSm29 na frequéncia de MoDCs expressando a
molécula associada a apresentacdo de antigenos lipidicos, CD1a. Observamos que
nas culturas infectadas pela L. braziliensis a estimulacao pelo antigeno rSm29 levou
a uma reducao na frequéncia de MoDCs expressando CD1la. Tem sido demonstrado
que a estimulagdo in vitro com antigenos derivados de helmintos, ou a propria
infeccdo por helmintos sdo capazes de diminuir a expressao de CDla em MoDCs
tanto de individuos infectados pelos helmintos, como de controle sadios (RIGANO et
al., 2007; FUJIWARA et al., 2009).

Um estudo realizado por Markikou-Ouni e cols. (2012) mostrou que infecgéo por L.
major foi capaz de inibir a expressédo de CDla por células dendriticas (MARKIKOU-
OUNI et al., 2012). Outro estudo também mostrou que a infeccdo pela L. donovani
também diminui a expressédo de CD1a nas MoDCs e diminui a ativagdo de células T
restritas a apresentacdo por CD1, sugerindo que pode representar uma estratégia

de evasdo do parasito, evitando o reconhecimento de glicolipideos parasitarios
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(AMPREY et al., 2004). No nosso estudo nao observamos efeito da infeccdo na

expressao de CD1la.

Estudo realizado por Favali e cols. mostrou que MoDCs de controles saudaveis
infectadas pela L. amazonensis apresentaram uma menor frequéncia de CDla e
uma reducdo na capacidade de apresentacdo antigénica as células T quando co-
cultivadas com linfécitos quando comparadas as culturas ndo infectadas (FAVALI et
al., 2007). Sendo assim, a diminuicdo na expressao desta molécula observada pela
estimulacdo com rSm29 nas MoDCs infectadas pela L. braziliensis poderia interferir
na habilidade de reconhecimento de antigenos lipidicos, porém ndo podemos inferir
se essa reducdo na apresentacao antigénica as células T prejudique a regulacédo da

reposta imune.

Sabemos que a co-estimulacdo antigénica € essencial para a inducdo de uma
resposta imune completa. O estado de ativacao junto a expressao de moléculas co-
estimulatoria das células dendriticas é importante para estimular os linfécitos T a
montarem uma resposta imune efetora. No nosso estudo, observamos que a
estimulacdo pelo rSm29 levou a um aumento na frequéncia de células CD11c*
expressando tanto CD80, como CD86, em relagdo as culturas ndo estimuladas,

infectadas ou néo pela L. braziliensis.

Diferentes patégenos podem influenciar de maneira distinta a maturacao e ativagéo
das células dendriticas e assim afetarem o desfecho da infec¢cdo (STEINMAN et al.,
2003; TERRAZAS et al., 2011). Adicionalmente, diferentes antigenos derivados de
helmintos atuam de forma também distinta na co-estimulacdo antigénica. Um estudo
avaliando DCs derivadas da medula éssea de camundongos estimuladas com uma
molécula derivada do A. lumbricoides (ABF), ndo observou um aumento na
expressdo das moléculas MHC classe Il, CD80 e CD86 (DOWLING et al., 2011).

Estudo avaliando a influéncia do S. japonicum na co-infeccdo pelo Plamodium
berghei observou que BMDCs de camundongos co-infectados apresentaram menor
frequéncia de CD86 comparadas as BMDCs de camundongos infectados apenas
pelo P. berghei (WANG et al, 2013). Em estudos realizados com modelo
experimental avaliando a infeccdo de DCs pela Leishmania sp. foi observado um
aumento da frequéncia de células dendriticas infectadas expressando a molécula
co-estimulatoria CD86 (MAROVICH et al., 2000; CARVALHO et al., 2008). Por outro

lado, em MoDCs de individuos saudéaveis foi demonstrado que tanto a presenca da
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infeccdo pela L. amazonensis ou a estimulacdo com SLA nao alteram a expressao
das moléculas CD80 e CD86 em relacdo as DCs néo cultivadas com o parasito ou
estimuladas com SLA (FAVALI et al.,, 2007). As controvérsias observadas na
literatura poderiam estar associadas ao modelo do estudo, a espécie da Leishmania

e de helmintos e ao tipo de célula dendritica estudado.

A interacdo das moléculas co-estimulatérias CD40/CD40L (CD154) presente nas
células dendriticas e nos linfdcitos, respectivamente, € importante para a inducéo de
uma resposta imune efetora (CAUX et al., 1994; MACDONALD et al., 2002). A
interacdo de CD40 nas células dendriticas humanas infectadas pela L. major com
CD40L nos linfocitos fornece sinal para a ativacdo celular e producéo de citocinas
pro-inflamatérias, tais como IL-12 que induz um perfil Th1 (MAROVICH et al., 2000).

A infeccdo in vitro de MoDCs de controles saudaveis pela Leishmania major
aumentou a expressdo de CD40, e sua interacdo com CD40L nos linfocitos
aumentou a producéo de IL-12p70 (MAROVICH et al., 2000). Estudo com BMDCs
de camundongos infectados pelo S. mansoni e estimuladas com antigeno do
tegumento do esquistossémulo (Smteg) mostraram um aumento na frequéncia de
CD40 comparadas as células de camundongos nédo infectados (DURAES et al.,
2009).

Estudo realizado anteriormente estimulando MoDCs de pacientes com LC com o
antigeno rSm29 nao observou diferenca na expressdo de CD40 comparado as
células ndo estimuladas ou estimuladas com SLA (LOPES et al., 2014). Em nosso
estudo o antigeno rSm29 ndo aumentou a frequéncia de MoDCs infectadas pela L.
braziliensis expressando CD40, este fato podera ser o responsavel pela ndo indugéo
das citocinas pré-inflamatérias, IL-12 e TNF, observadas no estudo. Por outro lado,
nas culturas nao infectadas, onde se observou um aumento na frequéncia de células
CD11c*CD40* apos estimulacdo pelo rSm29, observou-se também aumento na
frequéncia das células expressando as citocinas IL-12p40 e TNF estimuladas por

este antigeno.

A maioria dos marcadores associados a maturacdo, apresentacdo antigénica e co-
estimulacdo avaliados neste estudo diferiu apdés a estimulagdo pelo rSm29,
sugerindo ser o efeito atribuido ao antigeno do S. mansoni e ndo, a infeccdo pela L.

braziliensis.
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O padréo de citocinas produzidas no curso da leishmaniose também é fundamental
para o desfecho clinico dessa doenca. Ao avaliarmos a expressao intracelular das
citocinas nas MoDCs observamos nas culturas infectadas, que a adicdo de rSm29
levou a uma diminuicdo na frequéncia de células expressando IL-12 e aumento na
frequéncia destas células expressando IL-10. Nestas culturas ndo houve alteracdo
na expressado de TNF pela adigcdo do antigeno rSm29. Semelhante ao observado na
expressao intracelular de citocinas nas MoDCs, no sobrenadante das co-culturas de
MoDCs e linfécitos infectadas pela L. braziliensis, a estimulagéo pelo rSm29 levou a
um aumento na producdo da citocina regulatéria IL-10 e uma diminuicdo na
producao das citocinas IL-12p40 e INF-y, sem alterar os niveis de TNF. Embora TNF
e INF-y sejam importantes para ativacdo de macrofagos infectados e eliminacéo
intracelular parasitoria, quando exacerbadas estdo associadas com o aumento da
inflamacédo e geracdo de dano tecidual na leishmaniose cutanea (RIBEIRO-DE-
JESUS et al., 1998; AMEEN et al., 2010). A estimulacédo pelo rSm29 neste estudo
teve o objetivo de reduzir o processo inflamatorio exacerbado, sem prejudicar os
mecanismos efetores necessarios a destruicdo da Leishmania. Desse modo, a

manutencao dos niveis desta citocina foi um achado interessante do estudo.

Semelhantes aos dados observados em nosso estudo, Terraz e cols. em 2010
mostrou que DCs estimuladas com o antigeno TcES diminuem a producédo de
citocinas pro-inflamatérias e a proliferacéo de linfécitos, porém preserva a producéo
de IL-10 (TERRAZAS et al., 2010). Em modelo experimental de camundongos co-
infectados com Schistosoma japonicun e Plasmodium sp também apresentam niveis
significativamente mais baixos de IFN-y em sobrenadantes de esplendcitos em

comparacao com animais mono-infectados. (SU et al., 2005; WANG et al., 2013).

Por outro lado, em estudo avaliando o antigeno rSm29 em modelo experimental
mostrou que camundongos imunizados com rSm29 apresentaram um aumento na
producdo de IL-12 em relacdo aos animais ndo imunizados com este antigeno
(CARDOSO et al., 2008). A imunizacdo com rSm29 de camundongos, e em seguida
a infeccao desses animais pelo S. mansoni induziu uma producgao significativa de IL-
2, IFN-y, IL-17, IL-4 e uma frequéncia aumentada de células de memoaria central T
CD4 em comparagdo com grupo controle tratado com salina (ALVES et al., 2015).
Quimeras com rSm29 também estdo sendo estudadas. A vacinacdo de

camundongos com os antigenos SmMTSP-2 com a por¢ao N- ou C-terminal do rSm29
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elevou os niveis de IFN-y e TNF sem elevar IL-4 nos animais infectados com
Schistosoma mansoni (PINHEIRO et al., 2014). Desse modo, dependendo do
modelo da doenca e do tipo do estudo, os antigenos podem induzir resposta distinta.

Nas culturas nao infectadas, houve um aumento na frequéncia de MoDCs
expressando tanto IL-12p40, TNF como também IL-10, apés estimulo pelo rSm29.
Uma provavel explicacdo para este resultado seria a inducao de IL-10 nas culturas
infectadas significativamente superior as culturas ndo infectadas, e desse modo,
esta citocina tenha conseguido modular a producdo de IL-12p40 apenas nestas

culturas.

Tem sido demonstrado, ndo apenas na leishmaniose, mas em outros modelos de
doenca, tanto Thl como Th2 (CARDOSO et al., 2010; BAFICA et al., 2012; LIMA et
al., 2013; LOPES et al., 2014) que a estimulacéo in vitro e em modelo experimental
pelo antigeno rSm29 induz a producdo e expresséo de IL-10. Este, foi inclusive o
racional para a escolha deste antigeno. A IL-10 € uma importante citocina com
atividades anti-inflamatoérias e imunossupressoras (ARAUJO et al., 2004). Em
particular na célula dendriticas, a IL-10 tem sido associada a uma modulagédo na
ativacdo e da capacidade de iniciacdo da resposta Th1l (CORINTI et al., 2001).

Desde que a IL-10 tem sido associada a uma regulacdo na expresséao de HLA-DR e
moléculas co-estimulatérias (KIM et al., 2011), avaliamos o efeito do blogueio desta
citocina in vitro na expressdo das moléculas de superficie nas MoDCs infectadas e
estimuladas pelo rSm29. Nossos resultados mostram que o bloqueio de IL-10 com
anticorpo neutralizante anti-IL-10 restaurou a expressao de HLA-DR, CD1a e CD8O0,
comparadas as culturas sem bloqueio. A ativacdo de DC isoladas do baco de
camundongos deficientes de IL-10 foram comparadas as mesmas células de animais
infectados com Schistosoma mansoni e observou que nesses animais deficientes
havia um aumento da expresséao de HLA-DR, CD80, CD86 e CD40, sugerindo que a
maturacdo e ativacdo das DCs estava sendo regulada pela producédo de IL-10
(MCKEE E PEARCE, 2004). A IL-10 induzida pelo rSm29 pode estar limitando a
expressdo de algumas moléculas de ativacao e co-estimulartérias nas MoDCs e este
ativacdo ndo convencional das MoDCs pode favorecer o equilibrio entre uma
resposta efetora contra Leishmania e regulatoria contra a exacerbacdo dessa

resposta imune.
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Nosso estudo mostrou que a frequéncia de células expressando o receptor da
citocina IL-10 estd aumentado nas co-culturas estimuladas com rSmz29, tanto nas
MoDCs infectadas ou néo pela L. braziliensis. Previamente haviamos demonstrado
gue MoDCs de individuos com LC estimuladas com rSm29 e SLA aumenta a
expressdo de IL-10R comparadas as células ndo estimuladas, estimuladas apenas
com SLA ou rSm29 (LOPES et al., 2014). Um estudo publicado por Faria e cols.
(2005) mostrou que a deficiéncia de expressdo do receptor de IL-10 in situ na lesédo
estaria associada a resposta exacerbada observada na leishmaniose mucosa,
guando comparada a LC (FARIA et al., 2005). Outros estudos avaliando a expressao
do receptor de IL-10 na leishmaniose referem-se na sua maioria a modelos
experimentais de infeccdo, outras espécies de leishmanias e formas clinicas da
doenca (BELKAID et al., 2001; MURRAY et al., 2002; MURRAY et al., 2003). Estudo
com bloqueio do eixo IL-10, IL-10R em BMDCs mostrou que essas células se tornam
mais ativadas e com maior expressdo de HLA-DR, CD40 e de IL-12 quando
estimuladas com LPS (KIM et al., 2011). O aumento de IL-10R nas MoDCs pode
contribuir para uma regulacdo dessas células e consequentemente menor ativacao

da resposta inflamatéria responsavel pelas leses tegumentares na leishmaniose.

Avaliamos ainda neste estudo se a estimulacéo pelo rSm29 altera o perfil fenotipico
dos linfécitos TCD4* e TCD8* nas co-culturas de MoDCs de pacientes com LC
infectadas ou nao pela L. braziliensis.

Apenas nas co-culturas estimuladas pelo rSm29 de MoDCs infectadas observamos
uma diminuicdo na frequéncia de linfocitos T CD4* e T CD8* em relagdo as culturas
nao estimuladas. Esta diferenca ndo foi observada nas culturas ndo infectadas.
Estudo de Wang e cols. (2013) mostrou que células dendriticas CD11c* (DC)
esplénicas de camundongos co-infectados com Schistosoma japonicun e
Plasmodiun berghei induzem menos proliferacdo de células T CD4 e producdo de
IFN-y comparados a DCs de animais infectados apenas pelo Plasmodium (WANG et
al., 2013). Outro estudo mostrou que a proliferacdo de linfocitos T CD4 estava
diminuida em camundongos co-infectados pelo nematdédeo H. polygyrus e pelo
Plasmodium berghei (SU et al., 2005). Neste estudo n&o avaliamos proliferacao
celular, mas a alta producéo de IL-10 observada na estimulacdo com o antigeno
rSm29, nas culturas infectadas pela L. braziliensis poderia estar associada a

diminuicdo na frequéncia dos linfocitos TCD4 e TCDS8.
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Observamos nas culturas estimuladas com o rSm29 uma diminui¢gdo na frequéncia
de linfécitos T CD4 e T CD8 expressando CD28, ao tempo em que observamos um
aumento na frequéncia destes linfocitos expressando as moléculas associadas a
regulacdo celular, CTLA-4 e CD25. Na infeccdo pelo Schistosoma as células Treg
(TCD4*CD25") naturais e, em menor grau, as células Th2 desempenham papéis na
supressédo das respostas Thl durante a esquistossomose (MCKEE E PEARCE,
2004). BMDCs de camundongos co-infectados pelo S. japonicun e Plamodium
berghei apresentam maior frequéncia de linfocitos Tregs comparadas as BMDCs de
camundongos infectados apenas pelo Plasmodium (WANG et al., 2013). A adicdo de
DC pulsadas com antigeno de Schistosoma rSj22.6 foi capaz de aumentar a
frequéncia de células T regulatérias CD4*CD25" em camundongos imunizados com
este antigeno (SHI et al., 2010). BMDC estimuladas com antigeno de Schistosoma
japonicum (Sj16) demonstraram um fendtipo imaturo e induziu um aumento na
diferenciacdo de células T regulatérias CD4CD25*foxp3 e aumento na producédo de
IL-10 (SUN et al.,, 2012). Estudos do nosso grupo avaliando antigenos de
Schistosoma mansoni vém mostrando a capacidade desses antigenos, dentre eles o
rSm29 em induzir moléculas regulatérias nos linfocitos T (OLIVEIRA et al., 2009;
CARDOSO et al., 2010; BAFICA et al., 2012; LIMA et al., 2013). Este poderia ser um
dos mecanismos pelos quais observamos no presente estudo uma diminuicdo da
producdo de INF-y e aumento de IL-10 nos sobrenadantes das culturas estimuladas

com o rSm29.

Diferentes estudos mostram a importancia do balanco entre as células T CD4* e
CD8*, nas quais as primeiras teriam sua proporc¢ao reduzida durante o processo de
cicatrizacdo da lesdo na LC, com aumento da populacdo de T CD8* (DA-CRUZ et
al., 2002). Este aumento na frequéncia de células T CD8* ap0s o tratamento, sugere
gue esta populacdo celular estaria associada ao processo de cicatrizacdo da leséo
(DA-CRUZ et al., 1994; DA-CRUZ et al., 2002; ALMEIDA et al., 2011).

As células T CD8" participam na resposta imune contra Leishmania por diversos
mecanismos, dentre eles a atividade citolitica nos macréfagos infectados. Esta
capacidade citolitica das células T CD8, ao tempo em que seria importante para o
controle das células parasitodas, estudos em modelo experimental mostraram
relacdo entre estas células e o desenvolvimento de lesbes metastaticas na
leishmaniose cutanea (NOVAIS et al., 2013; SANTOS et al., 2013). Por outro lado,
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estudo publicado por Cardoso e cols. mostrou que as células T CD8 estdo em maior
frequéncia e com maior atividade citotoxica nos individuos com LC em relagdo a
individuos que ndo desenvolvem a leséo (subclinicos) (CARDOSO et al., 2015). A
diminuicdo na frequéncia de linfocitos T CD8 e aumento nos marcadores associados
a regulacdo por estes linfocitos nas co-culturas estimuladas pelo rSm29 poderia
favorecer uma menor citotoxidade celular no hospedeiro com consequente reducéo

na resposta inflamataoria local.

Nosso estudo observou que o antigeno rSm29 ndo aumentou a infectividade da L.
braziliensis nas MoDCs tanto pela frequéncia de células infectadas, como pelo
namero de amastigotas internalizados. Alguns estudos indicam que a co-infeccao
pelo S. hematobium promove alguma protecdo contra a malaria pelo Plasmodiun
falciparun, devido a baixa parasitemia em criancas avaliadas (BRIAND et al., 2005;
LYKE et al., 2005; LEMAITRE et al., 2014). Divergindo do estudo anterior, células
sanguineas de camundongos co-infectados pelo S. japonicum e Plasmodium
berghei apresentam maior parasitemia do que as de camundongos infectados
apenas pelo Plasmodium (WANG et al.,, 2013). Porém esses camundongos co-
infectados sobrevivem mais tempo e apresentam melhor escore clinico do que os
mono-infectados pelo Plasmodium (WANG et al.,, 2013). A infeccdo pré-existente
pelo S. japonicum suprimiu a maturacdo de DC e teve um efeito anti-inflamatorio
durante a infeccdo pelo protozoario, ndo s6 em virtude da sua capacidade para
induzir uma resposta Th2, mas também pela supresséo direta da capacidade das

DCs produzirem mediadores pro-inflamatérios (WANG et al., 2013).

Na avaliacdo por citometria de fluxo das Leishmanias braziliensis marcadas com
CFSE néo apresentou diferenca na frequéncia e MIF de CFSE nas MoDCs
(CD11c*), pela presenca do antigeno rSm29. Estes resultados sugerem que a
proliferacdo das amastigotas no interior das MoDCs né&o foi influenciada por este
antigeno. Portanto, a ndo proliferacdo deste parasito nas MoDCs estimuladas pelo
rSm29 foi um achado importante, sugerindo um controle na resposta imune
exacerbada principalmente pela inducéo de IL-10, e reducdo de IL-12, sem uma
desativacdo desta resposta efetora, a qual poderia levar a uma provavel
disseminagédo parasitaria. Adicionalmente os macréfagos sdo as ceélulas efetoras
responsaveis pela destruicdo intracelular do parasito e, neste contexto o TNF tem

um papel fundamental. A manutencdo desta citocina inflamatoria nas culturas
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estimuladas pelo rSm29 podera auxiliar nessa atividade efetora macrofagica sem, no
entanto, favorecer a exacerbacdo desta resposta imune. Este é o perfil de resposta
semelhante ao observado nos individuos subclinicos e desejavel no controle da

doenca.

Considerando que existem poucas opcdes terapéuticas para leishmaniose
tegumentar e que ultimamente o0s casos de refratariedade ao tratamento
convencional tem aumentado (COELHO JUNIOR et al., 2016; PEREZ-FRANCO et
al.,, 2016) a utlizagdo do rSm29 pode ser uma alternativa para o tratamento
combinado, podendo ser uma estratégia importante para diminuir o tempo de cura

das lesGes em pacientes com LC causadas pela L. braziliensis.

5.5 CONCLUSAO

O antigeno rSm29 foi capaz de aumentar in vitro a expressdo de marcadores de
ativacdo nas MoDCs e a expressdao de moléculas associadas a regulacdo nos
linfécitos T CD4+ e CD8+, alem dos niveis de IL-10 no sobrenadante das co-
culturas, sem aumentar a infectividade das MoDCs favorecendo uma resposta imune
equilibrada, desejavel no controle do processo inflamatério exacerbado associado a

leishmaniose cutanea.
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Resumo

A co-infeccdo leishmaniose e esquistossomose tém sido associadas a um maior
tempo de cura da lesdo cutanea na leishmaniose. O objetivo desse estudo foi avaliar
o efeito da infeccdo pela Leishmania braziliensis em co-culturas de células
dendriticas derivadas de monécitos (MoDCs) com linfécitos autélogos de pacientes
com esquistossomose e pacientes com leishmaniose cutanea. As MoDCs foram
diferenciadas a partir de mondcitos do sangue periférico, isolados por esferas
magnéticas e em seguida infectadas com L. braziliensis e co-cultivadas com
linfocitos autdlogos. A expressdo das moléculas HLA-DR, CDla, CD83, CD80,
CD86, CD40 e do receptor de IL-10 (IL-10R) nas MoDCs e CD28, CD40L, CD25 e
CTLA-4 nos linfécitos foram avaliados por citometria de fluxo. A producdo das
citocinas IL-10, TNF, IL-12p40 e INF-y foram avaliadas por ELISA sanduiche no
sobrenadante das culturas. A avaliacdo da infectividade foi realizada por microscopia
Optica, apos concentracao células por cytospin e coloracdo com Giemsa. Observou-
se que as frequéncias de MoDCs expressando CD83, CD80 e CD86 e o MIF de
HLA-DR foram menores no grupo de pacientes com esquistossomose em
comparacdo ao grupo de pacientes com leishmaniose. Por outro lado, as
frequéncias de IL-10R em MoDCs foram maiores nos pacientes com
esquistossomose em comparacao aos pacientes com leishmaniose. Os linfocitos T
CD4 e CD8 dos pacientes com esquistosomose apresentaram uma menor
frequéncia de CD28 e maior frequéncia de CTLA-4 comparado aos linfécitos dos
pacientes com leishmaniose. Os niveis de IL-10 foram mais elevados nos
sobrenadantes das co-culturas dos individuos com esquistossomose comparadas
aos individuos com leishmaniose. Por outro lado, os niveis de TNF, IL-12p40 e INF-y
foram menores no grupo de individuos com esquistossomose. Em relagédo
frequéncia de MoDCs infectadas pela L. braziliensis nas culturas de 72h foi
observado uma maior frequéncia destas células no grupo de pacientes com
esquistossomose, comparados aos pacientes com leishmaniose. Conclui-se que
MoDCs de pacientes com esquistossomose sdo mais suceptiveis a infeccédo por L.
braziliensis, possivelmente por apresentarem um menor grau de ativagao e um perfil
regulatorio.
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Palavras-chaves: Esquistossomose, leishmaniose, células dendriticas, L.
braziliensis, infectividade.

6.1 INTRODUCAO

As doencas infecciosas parasitarias, a exemplo da esquistossomose mansonica
(EM) e a leishmaniose cutanea (LC) sdo um grave problema de saude publica
apresentando-se com uma elevada taxa de morbidade. A imunopatogénese da
esquistossomose crénica cursa com predominio da resposta imune Th2/regulatéria a
qual é importante para a eliminacdo do verme e conten¢do dos ovos de Schistosoma
mansoni, ao tempo em que parece estar associada a sobrevivéncia do parasito nos
tecidos do hospedeiro (PEARCE E MACDONALD, 2002). Na leishmaniose cutanea
a resposta imune predominante é de tipo Thl/inflamatdria que esta associada com a
eliminacao parasitaria, sendo também responsavel pela lesdo tecidual observado na
doenca (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; ANTONELLI et al.,, 2005). Estudos
demonstram que a infeccdo por helmintos tem capacidade de modular a resposta
imune em doencas de base imunoldgica, a exemplo de asma (MEDEIROS et al.,
2003; ARAUJO et al., 2004), doenca de Crohn (ELLIOTT et al., 2007), diabetes
melitus tipo 1 (COOKE et al., 1999), da infeccao pelo HTLV (PORTO et al., 2005;
LIMA et al.,, 2013) e da leishmaniose (O'NEAL et al., 2007; BAFICA et al., 2011).
Tem sido demonstrado que a infeccao pelo Schistosoma mansoni, ou seus produtos
sdo capazes de modular a resposta inflamatéria Thl (ACTOR et al., 1993; SABIN et
al.,, 1996) envolvidos em algumas doencas imuno-mediadas. Em modelo
experimental a co-infetados com Leishmania e Schistosoma apresentam nédulos
linfaticos maiores do que os animais mono-infectados (DORCAS et al., 2007). Outro
estudo utilizando camundongos BALBc co-infetados com L. major e S. mansoni
apresentaram uma redugdo no tamanho da lesdo ap0s o tratamento combinado de
antimonial pentavalente e praziquantel comparados aos animais tratados
separadamente (KHAYEKA-WANDABWA et al., 2013).

Na leishmaniose cutanea humana, a modulacdo da resposta imune induzida pela
infeccdo com helmintos, dentre eles o Schistosoma mansoni tem sido associada a
uma alteracdo na resposta imune e aumento no tempo de cura da lesdo cutanea em
humanos (O'NEAL et al., 2007). Estudo em humanos mostrou que um total de 51,1%

dos pacientes co-infectados com helmintos e L. braziliensis apresentaram lesdes
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persistentes no dia 90 de tratamento com antimonial comparado com 62,2% no
grupo que foram tratados os helmintos. A taxa de falha terapéutica em ambos os
grupos foi de 57%. O tempo médio de cura foi de 88 dias no grupo controlo e de 98
dias no grupo de tratamento com antihelmintico. Apesar de ndo haver diferenca
estatistica significante, os pacientes que receberam tratamento antihelmintico
precoce demoraram mais para curar suas lesbes que os pacientes do grupo nao
tratados. Este estudo mostra que a introducao precoce de terapia antihelmintica nédo
melhora o desfecho clinico em pacientes co-infectados com helmintos e L.
braziliensis (NEWLOVE et al., 2011). Estudo recente mostrou que pacientes co-
infectados com helmintos intestinais e Leishmania braziliensis apresentaram maior
frequéncia de lesdes tegumentares e maior tempo para a cicatrizacdo comparada
aos pacientes nao infectados pelos helmintos (AZEREDO-COUTINHO et al., 2016). Estes
individuos co-infectados também apresentaram mais falha terapéutica ou recaida em
relacdo aos pacientes ndo infectados por helmintos. Esses resultados sugerem que
as infeccdes intestinais por helmintos interferem no curso clinico da leishmaniose
tegumentar (AZEREDO-COUTINHO et al., 2016).

As células dendriticas (DC) séo reconhecidas pela capacidade de sensibilizar
linfécitos T ndo primados, e por contribuirem para a diferenciacdo funcional de
células T regulatorias (YAMAZAKI et al., 2003), além de serem importantes fontes na
producdo de citocinas e apresentacdo de antigenos parasitarios as células T (DE
SAINT-VIS et al, 1998). Os eventos iniciais na infeccdo pela Leishmania,
envolvendo os macréfagos e as células dendriticas na apresentacdo de antigenos
do parasito para células T e na producdo de citocinas, devem influenciar na resposta
do hospedeiro e no curso da infeccdo. Entende-se que a resposta Thl seja
importante para o controle da infeccdo, porém as citocinas Thl podem também estar
relacionadas com a patogénese da doenca. Por isso € importante a existéncia de um
equilibrio entre as células Thl e T regulatérias, e ndo uma polarizacédo para um tipo
de resposta, pois esses mecanismos sao importantes para manter a integridade
tecidual do hospedeiro contra uma resposta inflamatéria exacerbada (BARATTA-
MASINI et al., 2007; REIS et al., 2007). A resposta do tipo Th2 pode também ser
dependente de DCs. Vérios patbgenos como Schistosoma sp. e fungos utilizam as
DCs para inducao de resposta Th2. Esta resposta Th2 parece ser resultante da acéo
de alguns antigenos parasitarios sobre as DCs (D'OSTIANI et al., 2000;
MACDONALD et al., 2001; BACCI et al., 2002).
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A infeccdo experimental de células dendriticas por promastigotas de L. braziliensis
induz a producao de altos niveis de TNF, o que pode contribuir para uma resposta
local de controle parasitario (CARVALHO et al., 2008). O padréo de resposta imune
do tipo 1 com producao de IFN-y, TNF e IL-12, tem sido associado com o controle da
infeccdo por ativacdo macrofagica e destruicdo parasitaria na leishmaniose humana
(ROBERTS et al., 2005; AMEEN et al., 2010). Por outro lado, citocinas como IL-4, IL-
10 e TGF-B, favorecem a multiplicagdo parasitaria, inibindo a produ¢ao de NO por
macrofagos ativados por IFN-y podendo também inibir a diferenciacdo dos linfocitos
T para um perfil Thl e sua consequente producdo de IFN-y e TNF (BARATTA-
MASINI et al., 2007; MATOS et al., 2007). Os linfécitos T CD4* e CD8* atuam como
fonte produtora de citocinas envolvidas no processo de ativacdo de macréfagos na
leishmaniose (DA-CRUZ et al.,, 2002). As DCs podem influenciar na resposta de
células T CD4* tanto do tipo 1 (Thl) como do tipo 2 (Th2) (MOSER E MURPHY,
2000). O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da infeccdo pela Leishmania
braziliensis em células dendriticas derivadas de mondcitos (MoDCs) co-cultivadas
com linfocitos autdlogos de pacientes com esquistossomose e com leishmaniose
cutanea.

Desde que estudo tem mostrado que individuos infectados pela Leishmania sp. co-
infectados com helmintos apresentam maior tempo de cura da lesdo (O'NEAL et al.,
2007) e que em modelo experimental o tratamento associado da leishmaniose e
esquistossomose esta relacionado no inicio da doenca a reducdo no tamanho da
lesédo e em fase mais tardia aumento da area da lesdo (LA FLAMME et al., 2002) o
objetivo deste estudo foi avaliar moléculas de superficie de células dendriticas de
individuos com esquistossomose infectadas pela Leishmania braziliensis. O
entendimento dos mecanismos imunoldgicos que contribuem para o agravamento do
processo inflamatério mediado pelas DCs e linfocitos auxiliara na compreensao dos

mecanismos associados a gravidade da leishmaniose nos individuos co-infectados.
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6.2 METODOLOGIA

6.2.1 Populagé&o do estudo

Neste estudo foram incluidos trés grupos de pacientes, sendo um grupo de
pacientes com esquistossomose (n=6), outro grupo de pacientes com leishmaniose
cutdnea (n=12) e um grupo de individuos saudaveis (n=7). Os individuos com
esquistossomose sao residentes em uma area endémica, localizada no municipio do
Conde no estado da Bahia, Brasil. Neste grupo, 75% dos individuos eram do sexo
masculino e 25% do sexo feminino, com idade média de 35,5 + 22,4 anos. O critério
de diagndstico foi baseado na presenca de ovos de Schistosoma mansoni em pelo
menos uma amostra de parasitolégico de fezes pelo método de Hoffman. Todos
apresentavam alta carga parasitaria (>200 opg) pelo método de Kato-Katz (KATZ et
al., 1970). Para compor o grupo de pacientes com leishmaniose foram incluidos
doze pacientes com leishmaniose cutanea (LC) que residem em &rea endémica,
conhecida como Corte de Pedra, localizada na regido sudeste do estado da Babhia,
Brasil, sendo 67% dos pacientes do sexo masculino e 37% do sexo feminino, com
idade média de 33,5 £14,5 anos. Os critérios para o diagnéstico foram compostos
por apresentacao clinica caracteristica de LC (lesdes granulomatosas ulceradas na
pele), isolamento do parasito, hipersensibilidade do tipo retardada positiva (DTH) em
resposta ao antigeno soltuvel de Leishmania (SLA) ou as caracteristicas histoldgicas
de LC nas bidpsias. Trés amostras de fezes de cada individuo foram examinadas
usando o método de sedimentacdo Hoffman para excluir individuos infectados com
S. mansoni nos individuos com LC e controle saudavel. Dos 12 pacientes avaliados
42% apresentaram apenas uma lesdo caracteristica de leishmaniose e 58%
apresentavam entre duas e quatro lesdes. O grupo de controles saudaveis foi
composto por individuos residentes em Salvador, sendo 70% dos pacientes do sexo
masculino e 30% do sexo feminino, com idade média de 28 + 15 anos.

O Comité de Etica da Universidade do Estado da Bahia (UNEB) aprovou o presente
estudo (licenca numero 0603110287514). Todos os individuos que foram
convidados para participar do estudo e que concordaram, assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido.
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6.2.2 Geracdao in vitro de células dendriticas derivadas de mondécitos (MoDCs),

infeccdo com L. braziliensis e co-cultivo com linfécitos autdlogos

As células dendriticas de pacientes com esquistossomose e leishmaniose foram
diferenciadas a partir de mondcitos (MoDCs). Sangue total foi adquirido por puncao
venosa e coletado em tubo contendo heparina sodica. Células mononucleares de
sangue periférico (CMSP) foram obtidas através do gradiente de Ficoll-Hypaque e
ajustadas para concentracdo de 1 x 10’ células/mL em RPMI 1640 completo (100
pul/mL de gentamicina, L-glutamina 2mM, 30mM HEPES), contendo 10% de Soro
Fetal Bovino inativado (Life technologies GIBCO BRL, Gaithersburg, MD). Os
Mondcitos (CD14*) foram isolados das CMSP utilizando-se Beads Magnéticas
(Monocyte Isolation Kitt II human, MACS, Miltenyi Biotec) por sele¢cdo negativa,
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD3*, CD56*, CD16*, CD7*, CD19* e
Glycophorin A*. Os linfécitos resultantes da separacdo dos mondcitos por BEADS
magnéticas foram armazenados em -70°C em meio DMSO + 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB) por sete dias para posterior co-cultivo com as MoDCs. Os Mondcitos
foram incubados a 37°C, 5% de CO2 por 7 dias com 3mL/po¢o de RPMI completo
contendo 800UI/mL de IL-4 (Peprotech) e 50ng/mL de GM-CSF (Peprotech) em
placas de 6 pocos, onde foram cultivados na concentracédo de 2 x 108 monécitos/mL
(50puL) para diferenciagdo em células dendriticas. A pureza dos mondcitos foi >80%.
A pureza dos linfocitos foi >90%. Apos 7 dias de cultura, as MoDCs (CD11c*) foram
coletadas lavando-se os pocos 3x com meio RPMI. Em seguida, as MoDCs foram
infectadas pelas promastigotas de L. braziliensis, previamente incubadas com meio
RPMI + 10% SFB, na concentracdo de 1:5 por um periodo de 2h a 37°C, 5% de
CO2. Apbs esse periodo as células foram lavadas 3x com meio RPMI completo com
a finalidade de retirar as promastigotas que nao infectaram. Em seguida os linfocitos
foram descongelados lentamente em banho-maria a 37°C, lavados com PBS 1x e
ajustados para o co-cultivo com as ceélulas dendriticas na proporcéo de 10 linfécitos
para uma MoDC.
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6.2.3 Avaliacdo do fendétipo e do estado de ativacdo das células dendriticas e

linfécitos ap6s infecgcdo com Leishmania braziliensis

A expressdo de moléculas de ativacdo e regulacdo nas MoDCs e nos linfocitos
foram avaliados por citometria de fluxo. A percentagem de células CD11c* (MoDCs)
para todos os experimentos foram = 90% (dados ndo mostrados). Resumidamente,
MoDCs e os linfécitos apds 24 de cultivo foram coletadas, marcadas com anticorpos
conjugados com fluorocromo para avaliar moléculas na superficie celular. MoDCs
foram recolhidos por centrifugacdo a 1100 rpm durante 10 minutos e ressuspensas
em meio RPMI 1640 contendo 10% de soro fetal bovino (SFB, inativado pelo calor)
(Gibco, Invitrogen). As células dendriticas (DC) foram coradas com anticorpos
monoclonais anti-humanos conjugados com fluorocromos contra as seguintes
moléculas da superficie celular: CD11c-APC (clone 3.9), CD1a-FITC (clone HI149),
IL-10Ra-PE (policlonais), CD40-PerCP-e Fluor 710 (clone 5C3), CD80-PerCP-e
Fluor 710 (clone 2D10.4), CD86-PE (clone 1T2.2), CD83-PE-Cy7 (HB15e clone),
HLA-DR-PerCP-Cy5.5 (clone LN3) (todos da eBioscience, Califérnia). Os linfécitos
foram corados com conjugado de anticorpos monoclonais anti-humanos conjugados
com fluorocromos contra as seguintes moléculas da superficie celular: CD3-PE-Cy7
(clone UCHT1) ou CD3-PerCP-Cy5.5 (clone SK7), CD4-APC (clone OKT4), CD8-
FITC (clone RPA-T8), CTLA-4-PE (clone 14D3), CD40L-PE (clone 24-34), CD25-PE-
Cy7 (clone BC96) e CD28-PerCP-Cy5.5 (clone CD28.2) (todos da eBioscience,
Califérnia). Em seguida, foram analisadas para 100000 eventos por amostra usando
um citbmetro de fluxo (FACSCanto, Becton Dickinson). Os limites para o0s
marcadores positivos foram definidos com base em populacbes negativas e
controles de isotipo (dados ndo mostrados).

A frequéncia de células positivas foi analisada utilizando o programa FlowJo™ (Tree
Star, USA). A regido contendo a populacdo de MoDCs e linfocitos foi definida por
fluorescéncia inespecifica com disperséo frontal (FSC) e de dispersao lateral (SSC),
como parametros de tamanho de célula e granularidade, respectivamente. As
células dendriticas foram definidas com base na sua granularidade e expressao de
CD11c*, ja os linfécitos foram definidos com base na sua granularidade e expressao
de CD3*.
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6.2.4 Determinacdo dos niveis das citocinas

Os niveis das citocinas IL-10, IL-12p40, INF-y e TNF foram avaliados nos
sobrenadantes das co-culturas de MoDCs com linfécitos, segundo informagfes do
fabricante (Pharmingen, San Diego, CA). Resumidamente, placas (Nunc-Immuno
Plate MaxiSorp surface, Dinamarca) foram sensibilizadas durante 24h, a 4°C com
anticorpo monoclonal anti-citocina humana (IL-10, IL-12p40, INF-y e TNF) na
concentracdo de 4pg/mL. No dia seguinte, apdés lavagem das placas com PBS
Tween 0,05% foi realizado o bloqueio de liga¢des inespecificas com PBS + albumina
bovina 0,01% por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida foram realizadas trés
lavagens com PBS/Tween 0,05%, e adicionando amostras, brancos e a curva-
padrdo que foram incubados a temperatura ambiente por duas horas. A placa foi
lavada novamente trés vezes e adicionado o anticorpo de detecgcao anti-citocina
humana biotinilado (2ug/mL). Apo6s incubar uma hora a temperatura ambiente as
placas foram lavadas 4 vezes e foi adicionado o conjugado (peroxidase conjugada a
streptavidina). A placa foi incubada por trinta minutos a temperatura ambiente. Apés
lavagem adicionou-se o substrato (3,3’,5,5-tetrametilbenzidina + H202 +
dimetilsulféxido) e a placa foi incubada 20 minutos a temperatura ambiente. A reacao
foi interrompida por adicdo de H2SOas (8M). A densidade optica (D.O.) foi lida a
450nm (Spectramax, Molecular Devices Corporation Sunnyvale, CA.) e os valores
convertidos em pg/mL baseando-se na curva padrdo (Soft Max Pro 5.0 Molecular

Devices Corporation Sunnyvale, CA).

6.2.5 Analise estatistica
Os dados foram analisados utilizando-se o programa GraphPadPrism 5.0
(GraphPad Software, San Diego, CA EUA). As diferencas entre as frequéncias e e
infectividade de MoDCs, frequéncias de linfocitos e os niveis das citocinas entre
grupos foram avaliadas por ANOVA nédo paramétrica (Teste de Kruskal Wallis com
pos teste de Dunns). As frequéncias de células positivas foram expressas em
mediana (minimo e maximo) da porcentagem ou a média de intensidade de
fluorescéncia (MIF). As concentracdes das citocinas foram expressas em média e
desvio padrao (pg/mL). A significancia estatistica foi estabelecida no intervalo de

confianca de 95%.
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6.3 RESULTADOS

6.3.1 Perfil de molécula de ativagdo, maturacdo, co-estimulatdria e regulatéria
das MoDCs de pacientes com esquistossomose, leishmaniose e controle

As MoDCs de pacientes com esquistossomose e individuos controles infectadas
pela L. braziliensis apresentaram uma menor média de intensidade de fluorescéncia
(MIF) da molécula de ativacdo HLA-DR [36,6 (9,04-64,30 MIF); 31,3 (16-93 MIF),
respectivamente] comparadas as MoDCs de pacientes com leishmaniose [46,7
(5,37-76,6 MIF); *p<0,05, figura 1A]. A frequéncia de MoDCs expressando as
moléculas co-estimulatérias CD80 foram menores nos pacientes com
esquistossomose [7,29% (5,09-12,70)] comparadas aos pacientes com
leishmaniose [CD80: 24,75% (19,00-53,60%), *p<0,05, figura 1B]. Também foi
observado que a frequéncia de MoDCs expressando as moléculas co-estimulatorias
CD86 foram menores nos pacientes com esquistossomose [CD86: 49,45% (37,60-
59,90%)] comparadas aos pacientes com leishmaniose ou controle saudavel [CD86:
86,85% (41,40-97,805%); 75% (42-90%), respectivamente, *p<0,05, figura 1C]. Ao
avaliarmos a maturacdo nas MoDCs observamos que a frequéncia de células
expressando a molécula CD83 foram menores nos pacientes com esquistossomose
[CD83: 17,6% (5,73-28,60%)] comparadas aos pacientes com leishmaniose [CD83:
29,60% (16,10-62,60%), respectivamente; *p<0,05, Figura 1D]. A frequéncia de
MoDCs expressando as moléculas co-estimulatorias CD40 foram maiores nos
pacientes com esquistossomose [21% (14-39%)] e pacientes com leishmaniose
[CD40: 29% (17-60%) comparadas aos controles saudaveis [7% (6—8%); **p<0,005,
figura 1E]. Por fim, na avaliacdo fenotipica das MoDCs, observou-se aumento da
frequéncia dessas células expressando a molécula de regulacéo receptor de IL-10
(IL-10R) dos pacientes com esquistossomose [34,45% (16,80-63,10%)] em
comparacdo aos pacientes com leishmaniose [16,15% (7,18-25,40%); *p<0,05,
figura 1F]. A frequéncia de MoDCs expressando IL-10R foram maiores nos pacientes
com esquistossomose e pacientes com leishmaniose comparadas aos contorles
saudaveis [9% (3—-19%); *p<0,05, figura 1F]. Nao houve diferenca em relacdo a
frequéncia de MoDCs que expressam CDla dentre os grupos de pacientes

avaliados (dados ndo mostrados).
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Figure 1. Frequéncia de moléculas de ativacdo, co-estimulatoria, maturacédo e de
regulacdo nas MoDCs de pacientes com esquistossomose e pacientes com
leishmaniose infectadas pela L. braziliensis e co-cultivadas com linfocitos autologos.
(A) CD11c*HLA-DR* (MIF), (B) CD11c*CD80* (%), (C) CD11lc*CD86" (%), (D)
CD11c*CD40* (%), (E) CD11c*CD83* (%) e (F) CD11c*IL-10R* (%). *p<0,05;
**p<0,005. Teste Kruskal Wallis.
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6.3.2 Avaliacdo do perfil de molécula de ativacédo e regulagdo nos linfécitos T
auxiliares CD4 de pacientes com esquistossomose, leishmaniose e controles

Ao avaliarmos o perfil dos linfécitos T entre 0os grupos observou-se que os pacientes
com leismaniose apresentam maior frequéncia de linfécitos T CD4 [58,00% (36,00-
082,50) comparados ao controle saudavel [45% (18-65%); *p<0,05, figura 2A]. Em
relacdo ao perfil de ativacdo desses linfocitos T CD4 observamos que 0s pacientes
com esquistossomose apresentaram uma menor frequéncia da molécula de ativacao
CD28 [17,80% (12,60-65,20%) em comparacéo as do paciente com leishmaniose ou
ao controle saudavel [52,70% (16,70-76,20%); 69% (22-97%), *p<0,05 e **p<0,005,
respectivamente, figura 2B]. Em relacdo a frequéncia de linfocitos TCD4*CD40L*
observou-se que 0s pacientes com esquistossomose apresentavam uma maior
frequéncia dessa molécula [7,59% (1,15-19,30%)] comparados aos pacientes com
leishmaniose [2,40% (1,27-4,96%); *p<0,05, figura 2C]. Em relacdo a frequéncia de
linfécitos TCD4*CD25"°"% observou-se que 0S pacientes com esquistossomose
apresentavam uma menor frequéncia dessa molécula [5,4% (4,6-5,5%)] comparados
aos controles saudaveis [8,1% (2,0-22%); *p<0,05, figura 2D]. Nao houve diferenca
entre os trés grupos de pacientes em relacdo a frequéncia de linfécitos T
CD4*CD25"9" (Figura 2E). Em relacdo as moléculas associada a regulacdo da
resposta imune CTLA-4 nos pacientes com esquistossomose observou-se uma
maior frequéncia de linfécitos TCD4*CTLA4" [7,72% (3,93-10,80)] comparados aos
pacientes com leishmaniose ou ao controle saudavel [1,93% (0,10-4,50); 2,5% (0,4-
6,8); ***p<0,001 e *p<0,05, respectivamente, figura 2F].
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Figure 2. Frequéncia de linfocitos T CD3*CD4* (A) expressando as moléculas co-
estimulatérias CD4*CD28* (B), CD4*CD40L* (C), CD4*CD25"°" (D), CD4+*CD25Mgn
(E) e CD4*CTLA-4* (F) apo6s 24h de co-cultivo com MoDCs infectadas por 2h pela L.
braziliensis . *p<0,05, **p<0,005 e ***p<0,001. Teste Kruskal Wallis.
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6.3.3 Avaliacédo do perfil de molécula de ativacéo e regulagcdo nos linfocitos T

citotéxicos CD8 de pacientes com esquistossomose, leishmaniose e controle

Ao avaliarmos o perfil dos linfocitos T CD8 entre os grupos observamos que 0s
pacientes com esquistossomse apresentam maior frequéncia desses linfocitos [22%
(18-28) comparados ao controle saudavel [14% (8-24%); *p<0,05, figura 3A]. Em
relacdo a frequéncia de linfocitos T CD8*CD28* observamos que 0s pacientes com
esquistossomose apresentavam uma menor frequéncia dessas células [9,02% (6,81-
17,70)] comparadas aos dos pacientes com leishmaniose [34,55% (23,70-60,90);
*p<0,05, figura 3B]. Também observamos uma menor frequéncia de CD40L nos
linfécitos T CD8 dos pacientes com esquistossomose [1,21% (1,12 - 3,01)]
comparados aos dos pacientes com leishmaniose [8,44% (5,30 —23,50); *p<0,05,
figura 3C]. Em relacéo a frequéncia linfécitos T CD8*CD25* observamos uma maior
frequéncia desta molécula no grupo de pacientes com leishmaniose [8,34% (5,13-
14,20] comparadas ao grupo de pacientes com esquistossomose ou controle
saudavel [3,20% (2,52-5,31); 2% (1-8); **p<0,005, *p<0,05, respectivamente, figura
3D]. Por outro lado, os linfécitos T CD8 dos pacientes com esquistossomose
apresentavam uma maior frequéncia de expressdo de CTLA-4 [11,3% (9,61 -
16,5%)] comparadas aos pacientes com leishmaniose ou controle saudavel [6,45%
(2,25-11,80); 3% (3-7) respectivamente, *p<0,05, figura 3F]. Observamos uma
maior frequéncia de linfécitos T CD8*CTLA-4* nos pacientes com leishmaniose em

relagdo aos individuos controles saudaveis (Figura 3F).
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Figure 3. Frequéncia de linfécitos T CD3*CD8* (A) expressando as moléculas co-
estimulatérias CD8*CD28* (B), CD8*CD40L* (C), CD8*CD25* (D) e CD8*CTLA-4*
(E) ap6s 24h de co-cultivo com MoDCs infectadas por 2h pela L. braziliensis .
*p<0,05, **p<0,005 e ***p<0,001. Teste Kruskal Wallis.
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6.3.4 Avaliacdo da producdo de citocinas nas co-culturas de dendriticas
infectadas com L. braziliensis e linfécitos autdlogos de pacientes com

esquistossomose, pacientes com leishmaniose e controle saudavel

Ao avaliarmos a produgé&o das citocinas no sobrenadante das co-culturas de MoDCs
infectadas com Leishmania braziliensis e linfocitos autdlogos observamos que as
culturas dos pacientes com esquistossomose apresentam maiores niveis de IL-10
(1090 + 134,6 pg/mL) comparadas aos pacientes com leishmaniose ou controle
saudavel [171 £ 134 pg/mL; 52 + 59 pg/mL, respectivamente, ***p<0,001; Figura 4A).
Observamos que as culturas dos pacientes com leishmaniose apresentam maiores
niveis de IL-10 comparadas as dos controles saudaveis (Figura 4A). Em relacdo aos
niveis das citocinas IL-12p40, TNF e INF-y nos sobrenadantes das co-culturas de
MoDCs infectadas e linfécitos aut6logos observamos menores niveis de IL-12p40
(235,9 £ 8,3 pg/mL), TNF (15,9 £ 0,83 pg/mL) e INF-y (92,7 = 87,9 pg/mL) nas
culturas do grupo de pacientes com esquistossomose comparados as culturas dos
pacientes com leishmaniose [IL-12p40: 1405 + 1003 pg/mL; TNF: 746,8 + 38,67
pg/mL; INF-y: 1810 + 684 pg/mL; *p<0,05, **p<0,005; Figura 4A, B, C e D,
respectivamente). Observamos ainda que as culturas dos pacientes com
esquistossomose apresentavam menores niveis de IL-12p40 (235,9 + 8,3 pg/mL) em
relacdo aos controles saudaveis (426,2 + 174,6 pg/mL; *p<0,05, figura 4B).
Observamos também que as culturas dos pacientes com leishmaniose
apresentavam maiores niveis de TNF (746,8 + 38,67 pg/mL) e INF-y (1810 + 684
pg/mL) em relagéo as dos controles saudaveis [TNF: 17 + 3 pg/mL; INF-y: 63 + 27
pg/mL; *p<0,05, **p<0,005; Figura 4 C e D, respectivamente).
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Figure 4: Producdo de citocinas das culturas de dendriticas infectadas por 2h pela L.
braziliensis apos 24h de co-cultivadas com linfécitos autélogos de pacientes com
esquistossomose, leishmaniose e controle. (A) IL-10, (B) IL-12p40, (C) TNF e (D)
INF-y. *p<0,05; **p<0,005; **p<0,001. Teste Kruskal Wallis.
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6.3.5 Avaliacdo da taxa de infeccao das MoDCs de pacientes com

esquistossomose, leishmaniose e controles

Por fim, avaliamos a frequéncia das MoDCs infectadas pela L. braziliensis e o
ndamero de amastigotas intracelulares em 100 células observadas. Apos 72h de
cultura, observamos uma maior frequéncia de MoDCs infectadas pela L. braziliensis
(78% £ 9) no grupo de pacientes com esquistossomose comparadas as células dos
pacientes com leishmaniose ou dos controles saudaveis [51% + 20; 42% = 8,
respectivamente, ***p<0,001, figura 5A). Nao houve diferenca estatistica em relagédo
a frequéncia de MoDCs infectadas entre os trés grupos nos tempos de cultura
avaliados em 2h, 24h e 48h apo6s a infeccdo. Em relacdo aos numeros de
amastigotas de Leishmania braziliensis em 100 MoDCs avaliadas ap0s 2h, 24h, 48h
(dados né&o mostrados) e 72h (Figura 5B) da infeccdo, observamos que nao houve
diferenca estatistica entre 0os grupos de pacientes com esquistossomose
comparados aos de leishmaniose. Nao foi possivel realizar a avaliacdo apés 96h

devido ao nimero baixo de células encontradas.
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Figure 5. Cinética da frequéncia de MoDCs infectadas por 2h pela L. braziliensis e
co-cultivadas com linfécitos autélogos por 24h (A). Numero de amastigotas
intracelular em 100 células avaliadas (B) por microscopia 6ptica (100X). ***p<0,001.
Teste Kruskal Wallis.
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6.4 DISCUSSAO

Poucos estudos tem avaliado o efeito da co-endemicidade Schistosoma mansoni e
Leishmania braziliensis. Alguns estudos tém mostrado que o helminto Schistosoma
mansoni e o protozodrio Leishmania sp. sdo co-endémicos (BUTTERWORTH et al.,
1996; O'NEAL et al., 2007). As infeccBes pela Leishmania braziliensis resultam em
lesbes cutaneas localizadas na qual sua resolucdo depende do desenvolvimento de
uma forte resposta Thl efetora (CARVALHO et al., 1994) enquanto que as infeccbes
com S. mansoni cursam com uma resposta imunologica predominante do tipo Th2
onde na fase cronica observa-se um aumento da resposta T regulatéria que estaria
associado ao controle parasitario (DUNNE et al., 2005). A interacdo entre estes dois
patégenos in vitro foi avaliada neste estudo pela infeccdo de células dendriticas de
pacientes com esquistossomose pela Leishmania braziliensis. A infeccdo de células
dendriticas de pacientes com esquistossomose com L. braziliensis apresentou um
perfil fenotipico associado a regulacdo, tanto nas MoDCs como nos linfocitos.
Observamos também que as culturas dos pacientes com esquistossomose
apresentavam uma maior producdo da citocina regulatéria IL-10 e uma menor
producdo das citocinas inflamatérias IL-12p40, TNF e INF-y que sdo importantes
para a eliminacdo intracelular desse protozoario. Este perfil menos ativado das
células dendriticas associado a um perfil regulatério dos linfécitos dos pacientes com
esquistossomose levou a uma maior taxa de infeccdo nessas células
apresentadoras de antigenos comparadas as dos pacientes com leishmaniose
cutanea.

A capacidade de um ambiente Th2 preexistente em modular a resposta Thl in vitro é
importante no entendimento de como uma modulagdo da resposta pode afetar o
desenvolvimento da doenca. O mecanismo pelo qual a resposta imune (Th2/Treg)
induzida pelo Schistosoma mansoni modula a resposta Thl ndo esta totalmente
definido. Um dos fatores que podem contribuir para a regulacéo da resposta Thl é a
producéo de IL-10 e TGF-B (KING et al., 1996). Ambas as citocinas sdo produzidas
em altos niveis durante a infecgdo por Schistosoma sp. (PEARCE et al., 1991) e
podem impedir a morte da Leishmania sp. nos macrofagos que é dependente de
INF-y (BARRAL-NETTO et al., 1992; VOULDOUKIS et al., 1997; LOUZIR et al.,
1998). Os resultados apresentados em nosso estudo mostraram que as células

dendriticas, in vitro, de pacientes com esquistossomose se infectam mais pela
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Leishmania braziliensis do que as dos pacientes com leishmaniose. Estudos
sugerem o envolvimento de IL-10 nessa susceptibilidade, porém ainda precisa de
mais investigacdes para esclarecer esses mecanismos. A reducédo da producao das
citocinas pro-inflamatérias TNF e IL-12 nas culturas de pacientes com
esquistossomose também podem estar relacionado com a maior taxa de infeccéo
nas células dendriticas desses pacientes.

Sabe-se que em estudo experimental a infec¢do prévia pelo Schistosoma mansoni
levou a um retardo na resolucdo das lesdes cutaneas e da parasitemia durante a
infeccdo com Leishmania major. Esta co-infeccdo com S. mansoni resultou em uma
diminuicdo da producéo de INF-y, TNF e NO produzidos pelas células de linfonodos
drenantes apds a infeccdo com L. major. Por outro lado, essas células aumentaram
a producao de IL-4 (LA FLAMME et al., 2002). Em estudo de co-infeccdo entre
Schistosoma mansoni e virus da hepatite C, mostrou que a persisténcia do virus e o
desenvolvimento de hepatite crénica também aumentam em pacientes co-infectados
(ELREFAEI et al., 2003). Esse mecanismo dos helmintos em modular a resposta
imune pode estar relacionado a indugdo da citocina IL-10 que altera a resposta
celular e contribui para a expansao das células T reguladoras (ARAUJO et al., 2004;
TAYLOR et al., 2005).

Neste estudo foi observado que MoDCs de pacientes com esquistossomose,
infectadas pela L. braziliensis apresentavam uma menor expressao de HLA-DR
comparadas as MoDCs de pacientes com leishmaniose. Existem estudos mostrando
que as células dendriticas de pacientes infectados com S. hematobium apresentam
uma menor expressdo de HLA-DR comparada as de individuos nado infectados pelo
helminto (NAUSCH et al. 2012; EVERTS et al., 2010). MoDCs de individuos
saudaveis estimuladas com antigeno solluvel do ovo de Schistosoma mansoni (SEA)
nao apresentaram diferenca quanto a expressédo de HLA-DR comparadas as células
nao estimuladas (REIS et al.,, 2007). Dados indicam que MoDCs estimulada com
antigeno soluvel do ovo de Schistosoma mansoni (SEA) in vitro exibem um nivel de
ativacdo menor do que a induzida por estimulos de maturagdo convencionais, tais
como LPS (lipopolissacarideo de bactérias) (AGRAWAL et al., 2003). Nao s6 o SEA
como outros antigenos que fazem parte de diferentes fases do ciclo de vida do
Schistosoma, a exemplo do antigeno sollvel do esquistossémulo (SSA) e antigeno
soltvel do verme adulto (SWA) também ndo conseguem ativar convencionalmente
células dendriticas em modelo experimental (ZACCONE et al., 2003; TROTTEIN et
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al., 2004). DCs de camundongos co-infectados com S. japonicun e Plamodium
berghei apresentam menor expressdao de HLA-DR e CD86 do que os DCs de
camundongos monoinfectados com P. berghei (WANG et al., 2013). Em nosso
estudo a frequéncia de MoDCs expressando as moléculas co-estimulatorias CD80,
CD86 e a molécula de maturacdo CD83 foram menores nos pacientes com
esquistossomose comparadas aos pacientes com leishmaniose. Antigenos de
Schistosoma reduzem a expressao de MHC classe Il, CD80, CD86 e diminuem a
producéo de IL-12 por DC de camundongos estimuladas com LPS (MACDONALD et
al., 2002; JANKOVIC et al., 2004; SUN et al., 2012)

N&o houve diferenca entre os dois grupos de pacientes em relacdo a frequéncia de
MoDCs expressando CD1la e CD40. A ativacdo de DC por S. mansoni € promovida
pela interacdo CD40:CD154 e inibida por IL-10. DC isoladas a partir de
camundongos (knockout CD154) infectados por S. mansoni exibiram baixo nivel de
ativacdo (STRAW et al., 2003), enquanto as DC isoladas a partir de camundongos
(knockout IL-10) apresentavam um fenétipo hiper-ativado (MCKEE et al., 2004).
Embora DC estimuladas com SEA ndo aumente a expressdo do CD40
(MACDONALD et al., 2001), a deficiéncia dessa molécula ou de CD154 impedem o
desenvolvimento de uma resposta efetora Th2 nesses camundongos (MACDONALD
et al., 2002). Ja se sabe que a producéo de IL-12 e polarizacdo de uma resposta
Thl em DC é mediada por CD40 (CELLA et al., 1996) e este envolvimento pode
estar relacionado nas respostas de células T CD8* (BENNETT et al., 1998; RIDGE
et al., 1998).

Tem sido demonstrado que células dendriticas imaturas sdo mais eficientes em
induzir células T regulatérias (reviewed SUCIU-FOCA et al., 2005) e que o co-cultivo
de células dendriticas derivadas da medula 6ssea (BMDC) de camundongos com
células T CD4* estimuladas com o antigeno recombinante do Schistosoma
japonicum rSj16 interfere na maturagcdo de BMDC, ao tempo em que induz a
polarizagédo de células T CD4*CD25"Foxp3* (SUN et al., 2012).

Outro estudo avaliando DC de camundongos infectados pelo Schistosoma mansoni
exibiu um aumento de 2 a 3 vezes na expressdo de MHC de classe Il, CD80, e
CD40 em comparagdo a DCs de animais n&o infectadas, sem, no entanto,
apresentarem aumento na producéo de IL-12 durante a infeccdo com S. mansoni
(STRAW et al., 2003). Por outro lado, a infec¢éao por T. gondii, resultou num aumento

na expressao de moléculas associadas a ativacao (MHC de classe II, CD80, CD86 e
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CD40) e promoveu elevada producéo de IL-12 por DC (STRAW et al., 2003). Nesse
estudo de Straw foi observada maior ativagdo das DCs nos camundongos infectados
por T. gondii em comparacao com animais infectados por S. mansoni (STRAW et al.,
2003).

Em relacdo a avaliacdo da expresséo do receptor de IL-10R na célula apresentadora
de antigeno observou-se aumento da frequéncia de MoDCs expressando o IL-10R*
no grupo de pacientes com esquistossomose em comparacdo aos pacientes com
leishmaniose. Dados do nosso grupo mostraram que células dendriticas de
pacientes com leishmaniose cutdanea apds serem estimuladas com antigeno do
tegumento do Schistosoma mansoni (rSm29) e antigeno soluvel de Leishmania
(SLA) aumentaram a expressdo de IL-10R* quando comparadas as culturas
estimuladas com SLA apenas (LOPES et al., 2014).

Em nosso estudo observamos que 0s pacientes com esquistossomose apresentam
menor frequéncia de linfocitos T CD4* comparados aos controles saudaveis. Em
relacdo ao perfil de ativacao desses linfocitos T CD4* observamos que os pacientes
com esquistossomose apresentaram uma menor frequéncia da molécula de ativacao
CD28* em comparacdo aos linfocitos T CD4* dos pacientes com leishmaniose.
Existe evidéncia de que a interacdo B7:CD28 pode ser importante para o
desenvolvimento da resposta do tipo Th2 durante a infeccdo pelo S. mansoni
(SUBRAMANIAN et al., 1997; HERNANDEZ et al., 1999; RUTITZKY et al., 2003).
Esta menor expressdo do marcador de ativacdo dos linfocitos T CD4* pode estar
associada a uma deficiéncia na funcdo efetora necesséaria para a eliminacdo da
Leishmania.

Quanto ao perfil da molécula de ativacdo CD40L* nesses linfocitos T CD4*
observamos que o0s pacientes com esquistossomose apresentavam uma maior
frequéncia dessa molécula comparada aos pacientes com leishmaniose. Nos
pacientes com esquistossomose observamos uma maior frequéncia de linfocitos
CD4* expressando CTLA-4* comparadas aos linfécitos CD4* de pacientes com
leishmaniose. Nao houve diferenca entre os dois grupos de pacientes em relacdo a
frequéncia de linfocitos CD4* expressando CD25°%, CD25"d" Bafica e cols.
mostraram um aumento de linfécitos T CD4* expressando CTLA-4* em PBMC de
pacientes com LC quando estimulados com os antigenos de Schistosoma mansoni
(BAFICA et al., 2012).



99

Quanto a avaliacdo das moléculas nos linfécitos T CD8* assim como observado em
relagdo aos linfocitos T CD4* foi observado uma menor frequéncia dessas células
expressando CD28* no grupo de pacientes com esquistossomose comparada ao
grupo de pacientes com leishmaniose. Também observamos uma menor frequéncia
de CD40L* nos linfécitos T CD8* dos pacientes com esquistossomose comparada
aos dos pacientes com leishmaniose. Ao avaliarmos a expressdo da molécula
CD25* observamos uma menor frequéncia dessa molécula nos linfécitos CD8* dos
pacientes com esquistossomose comparada aos dos pacientes com leishmaniose.
Por outro lado, os linfécitos T CD8* dos pacientes com esquistossomose
apresentavam uma maior frequéncia de CTLA-4" do que nos pacientes com
leishmaniose.

Na co-infeccdo pelo helminto Heligsomosoides polygyrus e o protozoario
Toxoplasma gondii, a resposta induzida pelo nematédeo suprime a resposta de
linfocitos T CD8* com diminuigc&o de IFN-y (MARPLE et al., 2017).

Ao avaliarmos a producgdo das citocinas no sobrenadante das culturas de células
dendriticas infectadas com Leishmania braziliensis e co-cultivadas com linfocitos
autdlogos observamos que no grupo de paciente com esquistossomose houve
maiores niveis de IL-10 e menores niveis de IL-12p40, IFN-y e TNF comparadas as
culturas dos pacientes com leishmaniose. Dados do nosso grupo mostram que
PBMC de pacientes com leishmaniose apds serem estimuladas com antigenos de
Schistosoma mansoni foram capaz de aumentar a producao de IL-10 e diminuir a
producdo de TNF e INF-y nessas culturas (BAFICA et al., 2011). O IL-10 derivado
das DC pode limitar a expansédo Thl através da prépria inibigcdo de IL-12 (CORINTI
et al., 2001) ou pela sua capacidade de estimular a producdo de IL-10 a partir de
células T (MCGUIRK et al., 2002) podendo diminuir assim a producéo das citocinas
TNF e INF-y. Sabe-se que a infe¢cdo por helminto induz IL-10 o qual é capaz de
modular resposta imune. Entretanto, o estudo de co-infec¢ao realizado por Yoshida
(1999) mostrou que a infeccdo de camundongo pelo S. mansoni ndo afetou a curso
da infeccdo de L. major. As células dos linfonodos desses animais continuaram
produzindo INF-y, importante para ativacdo dos macréfagos e eliminacédo do parasito
intracelular (YOSHIDA et al., 1999).

Foi observado uma maior frequéncia de MoDCs infectadas pela L. braziliensis nas

culturas de 72h nos pacientes com esquistossomose, comparados aos pacientes
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com leishmaniose. Ndo houve diferenca entre os dois grupos de pacientes em
relagdo a frequéncia de MoDCs infectadas apos 2h, 24h e 48h e nos numeros de
amastigotas de Leishmania braziliensis em 100 MoDCs avaliadas nos diferentes
tempos. Macrofagos isolados de camundongos infectados por S. mansoni, apés
serem estimulados com INF-y falharam quanto a sua capacidade de eliminar L.
major apoés infeccdo in vitro (LA FLAMME et al.,, 2002). Apesar da influéncia da
infeccdo helmintica no curso da leishmaniose, foi observado em humanos que o
tratamento precoce com anti-helmintico ndo melhora o desfecho da leséo, pois ndo
diminui o tempo de cura dessas lesdes (NEWLOVE et al., 2011).

Em virtude da regulacdo observada nas células dendriticas infectadas pela L.
braziliensis e nos linfocitos de pacientes com esquistossomose este estudo sugere
que a co-infecgcdo pode agravar o desfecho clinico da leishmaniose por impedir uma
resposta Th1l efetora induzida contra o protozoario.

6.5 CONCLUSAO

As MoDCs de individuos com esquistossomose sdo mais susceptiveis a infeccéo por
L. braziliensis, possivelmente por apresentarem um menor grau de ativacdo e um

perfil regulatério.
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RESUMO

A Leishmania € um parasito intracelular que causa um amplo espectro de doencas
no homem, variando desde lesbes cutaneas localizadas até as formas viscerais. A
resposta imune predominante na infeccdo por este parasito é do tipo Thl, que é
importante para ativacdo dos macréfagos e eliminacdo da Leishmania, mas também
€ a principal responséavel pela patogénese da doenca tegumentar, principalmente no
que se refere a lesdo tecidual. O diagnostico da leishmaniose tegumentar engloba
aspectos clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais com a pesquisa do parasito e/ou
testes imunoldgicos. A forte associacao entre a resposta imune do hospedeiro e a
patogenia da infeccédo por Leishmania faz com que a modulacdo da resposta imune
seja uma das estratégias mais estudadas para a terapéutica e a prevencdo da
leishmaniose. Portanto o0 objetivo deste artigo € abordar o0s aspectos
imunopatogénicos e laboratoriais atuais da leishmaniose tegumentar americana.

Palavras-chave: Leishmaniose, Imunopatogénese, Diagnostico Laboratorial,
Terapéutica
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ABSTRACT

The intracellular parasite is a Leishmania causing a wide spectrum of diseases in
humans ranging from skin lesions localized to the visceral forms. The immune
response to this parasite is the thl type, which is important for activation of
macrophages and elimination of Leishmania, but also is mainly responsible for the
pathogenesis of cutaneous disease, especially with regard to tissue injury. The
diagnosis of cutaneous leishmaniasis involves clinical, epidemiological and laboratory
research of the parasite and/or immunological tests. The strong association between
the host immune response and pathogenesis of Leishmania infection causes
modulation of the immune response is one of the most studied strategies for the
therapy and prevention of leishmaniasis. Therefore, the aim of this paper is to
address the current laboratory and immunopathogenic aspects of american
cutaneous leishmaniasis.

Key words: Leishmaniasis, Immunopathogenesis, Laboratory Diagnosis, Therapy
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7.1 INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar (LTA) é uma doenca com ampla destribuicdo
geografica. Aproximadamente, 95% dos casos ocorrem nas regides endémicas das
Américas do Sul e Central, Africa, Asia e Oriente Médio (WHO, 2017). A LT é
causada por uma variedade de espécies de Leishmania transmitidas pela picada de
flebotomineos infectados. Cerca de 90 paises de clima tropical e sub-tropical sdo
afetados pela leishmaniose, sendo somente em 32 desses paises a doenca
considerada de notificacdo compulséria (GONTIJO E DE CARVALHO, 2003; WHO,
2017). No mundo estima-se uma incidéncia de 0,7-1,3 milhdes de novos casos de
LT anualmente (WHO, 2017). No Brasil, em 2015 foram registrados mais 19 mil
casos de leishmaniose tegumentar americana (LTA), sendo as regides Norte e
Nordeste as &reas endémicas de maior prevaléncia (BRASIL, 2017). A Bahia
apresenta uma elevada incidéncia de leishmaniose (22/100.000 hab.) com mais de
2mil casos registrados em 2015, sendo transmitida principalmente pela espécie
Leishmania braziliensis, parasito intracelular que causa um amplo espectro de
doencas no homem, variando desde lesdes cutaneas localizadas a formas
disseminadas (BRASIL, 2017). Esta doenga vem mostrando um crescimento
alarmante, especialmente nas areas peri-urbanas (WHO, 2017).

A Leishmania € um parasito intracelular que causa um amplo espectro de
doencas no homem, variando desde lesdes cutaneas localizadas, na leishmaniose
tegumentar americana (LTA), até as formas viscerais. Dentre essas diferentes
formas clinicas, cerca de 10% dos individuos residentes em areas endémicas
apresentam teste de hipersensibilidade tardia a antigenos de Leishmania positivo e
ndo desenvolvem a doenca, caracterizando uma forma subclinica (BADARO et al.,
1986; DAVIES et al., 1995). A LTA apresenta-se clinicamente sobre quatro formas
distintas: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucosa (LM), leishmaniose
disseminada (LD), causadas principalmente pela L. braziliensis e leishmaniose
cutanea difusa (LCD) causada principalmente L. amazonensis (MARSDEN et al.,
1990c; a; b; YURDAKUL et al., 2005).

E bem documentado que as diferentes manifestacdes clinicas da doenca estio

relacionadas a fatores intrinsecos do parasito, a exemplo do tipo Leishmania e
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viruléncia, mas também fatores relacionados a resposta imune do hospedeiro. A
leishmaniose cutanea localizada (LC) representa cerca de 90 a 95% dos casos de
LTA (JONES et al., 1987). Caracteriza-se, clinicamente, por uma Ulcera cutanea bem
delimitada com bordas elevadas, com um fundo geralmente granuloso (JONES et
al., 1987). A lesado cutanea localizada se instala no sitio de entrada do parasito apos
periodo de incubacao estimado de uma a duas semanas (GONZALEZ et al., 2009).
Além de ter alta incidéncia e uma ampla distribuicdo geografica, a LTA é responsavel
pelo desenvolvimento de forma clinica crénica, a leishmaniose mucosa (LM), que
gera lesbes desfigurantes e que promovem a incapacitacdo do individuo infectado
(GONTIJO E DE CARVALHO, 2003). Aproximadamente 3% dos pacientes com LC
desenvolvem a doenca mucosa que afeta principalmente a regido naso-faringea,
concomitantemente ou meses apds o aparecimento da Ulcera cutanea (JONES et
al., 1987).

Os métodos diagndsticos que sdo mais utilizados atualmente baseiam-se na
pesquisa indireta do parasito, a exemplo dos métodos sorolégicos. Estes métodos
apresentam desvantagens operacionais nas areas endémicas, devido a falta de
infraestrutura, e uma baixa sensibilidade. Devido a isso, faz-se necessario a busca
por métodos moleculares que sao mais sensiveis e especificos. O objetivo dessa
revisdo é atualizar-se sobre a imunopatogénese da leishmaniose tegumentar e 0s

métodos laboratoriais utilizados para seu diagndstico.
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7.1.1 RESPOSTA IMUNE A INFECCAO PELA LEISHMANIA SP.

A transmissdo da leishmaniose se da pela picada da fémea de flebotomineo
infectada, que inocula na pele do hospedeiro formas promastigotas metaciclicas
infectantes, suspensas na saliva do flebotomineo (TITUS E RIBEIRO, 1988)

A inoculacdo das formas promastigotas metaciclicas induz o recrutamento de
células de defesa do hospedeiro, tais como macréfagos/mondcitos, células NK e
polimorfonucleares neutréfilos (PMN), bem como a liberacdo de fatores sollveis
como a proteina C reativa (PCR) e fatores do sistema complemento (SOLBACH E
LASKAY, 2000). As promastigotas metaciclicas liberam um fator quimiotatico para
PMN, os quais sdo as primeiras células a chegarem ao sitio da infec¢cdo (VAN
ZANDBERGEN et al., 2002).

Os neutrdfilos sdo estimulados pela Leishmania a produzirem quimiocinas que
atuardo no recrutamento de mondcitos/macrofagos, células dendriticas imaturas e
linfocitos T (MULLER et al., 2001).

Apos serem inoculados na pele e durante o processo de migracao através da
matriz extracelular (DE SMEDT et al. 1997), as formas promastigotas metaciclicas
podem ser fagocitadas por macréfagos residentes na pele, células dendriticas
teciduais (Langerhans) e por mondcitos circulantes (SALAIZA-SUAZO et al., 1999).
As células de Langerhans, funcionam, inicialmente, com um “habitat seguro” para a
Leishmania em funcdo da deficiéncia de Oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS,
NOS-2), que ndo permite que essas células produzam Oxido Nitrico (NO) para
eliminacdo do parasito (BOGDAN et al., 1996; CUNNINGHAM, 2002; MOLL et al.,
2002). Ainda no inicio da infeccdo, as células dendriticas da pele transportam o
parasito do sitio da infeccdo na pele aos linfonodos regionais de drenagem. Durante
esta migracédo, se diferenciam em células dendriticas maduras com potentes fungdes
apresentadoras de antigeno e capacidade de ativar células T. As células dendriticas
produzem IL-12 que atuam sobre as células NK, e os linfocitos T induzindo-as a
produzirem IFN-y, citocina responsavel pela ativacdo de mecanismos microbicidas
de macréfagos (MURRAY et al., 1985; TRINCHIERI et al., 1995).

Embora as formas promastigotas possam infectar as células de Langerhans da
pele os PMN e os macrofagos sdo as principais células hospedeiras para a
Leishmania. A Leishmania penetra nos macrofagos atraveés de endocitose mediada

por receptores, dentre 0s quais 0s mais importantes sdo os do complemento CR1 e
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CR3. A opsonizagao com Cab e Cabi ocorre pela ligacdo aos receptores CR1 e CR3,
respectivamente, e sua importancia consiste na mediacdo da fagocitose sem
ativacdo da cascata oxidativa, que é danosa ao parasito. Outro beneficio para o
parasito pela interasséo via receptor CR3 é que essa interacdo inibe a imunidade
celular induzida por IL-12. As moléculas de lipofosfoglicano (LPG) e a gp63 também
estdo envolvidas na invasdo dos macrofagos através da ligagdo com receptores
CR1, CR3 e o sitio lectina-simile e CR3 e o da fibronectina, respectivamente
(CUNNINGHAM, 2002; HANDMAN E BULLEN, 2002)

Outros receptores, como o da manose-fucose, o0 CR4 e o da proteina C reativa
também auxiliam a fagocitose das promastigotas pelos macrofagos do hospedeiro
(HANDMAN E BULLEN, 2002). Adicionalmente, as promastigotas interagem com
outras proteinas séricas para ativar o complemento, facilitando, entdo, sua
fagocitose pelos macréfagos do hospedeiro (CUNNINGHAM, 2002).

Apés a ligacdo aos macrofagos, as promastigotas sofrem endocitose para o
fagossomo, que posteriormente, pela fusdo com o lisossomo, se transforma em
fagolisossomo - um compartimento acido rico em peptideos microbicidas e enzimas
hidroliticas (CUNNINGHAM, 2002; HANDMAN E BULLEN, 2002). Antigenos da
Leishmania, a exemplo do LPG estdo relacionados a inibicdo da ativacdo dos
mecanismos oxidativos e de vias de transducdo de sinal, favorecendo a
sobrevivéncia do parasito nos fagécitos (HANDMAN E BULLEN, 2002).

Ao sobreviverem aos mecanismos de eliminacdo do hospedeiro, as formas
amastigotas, se multiplicam por divisdo binaria e causam, eventualmente, a lise dos
macréfagos infectados. Assim, as amastigotas sdo liberadas e podem infectar
células dendriticas e macrofagos vizinhos, recomecando o ciclo (CUNNINGHAM,
2002).
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7.1.2 IMUNOPATOGENESE NA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Do ponto de vista histopatoldgico as lesGes de LC e LM séo caracterizadas por
um processo inflamatério com linfécitos e plasmaocitos e com raros ou até mesma
auséncia de parasitos (BITTENCOURT E BARRAL, 1991). Todavia nas formas
cutdnea e mucosa da leishmaniose tegumentar, a despeito de existir uma resposta
imune do tipo Thl protetora, os pacientes evoluem para a doenca.

A resposta imune exacerbada parece ser a principal causa da leséo tecidual da
leishmaniose tegumentar, uma vez que os pacientes com LC e LM produzem niveis
altos de IFN-y e TNF existindo uma associac¢do entre producdo de IFN-y e TNF e
tamanho da lesdo assim como o aparecimento de formas mais graves da doenca
(RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; ANTONELLI et al., 2005). Além disso, individuos
com LC sub-clinica, isto é, com teste sorolégico e cutaneo positivo, mas que néo
apresentam lesGes na pele, apresentam menores niveis de IFN-y frente a exposicao
a antigenos de Leishmania em relacdo os pacientes sintomaticos (FOLLADOR et al.,
2002).

Desse modo mecanismos imunolégicos na leishmaniose levam a destruicdo
celular e tecidual, culminando com o aparecimento da Ulcera leishmaniotica que é a
manifestacao clinica mais importante na LTA. A resposta imune exacerbada do tipo
Thl, ao mesmo tempo que € importante para ativacdo dos macréfagos e eliminacéo
da Leishmania é a principal responsavel pela patogénese da doencga, principalmente
no que se refere a lesédo tecidual (RIBEIRO-DE-JESUS et al., 1998; BACELLAR et
al., 2002).

Estudo realizado por Bacellar e cols. mostrou que as células mononucleares do
sangue periférico (CMSP) de pacientes com LM e LC quando estimuladas com
antigeno de L. braziliensis in vitro produzem pouco ou nado produzem IL-10
(BACELLAR et al., 2002).

O equilibrio da resposta imunolégica observada nos individuos subclinicos ainda
nao esta totalente esclarecido. Porém a resposta desses individuos é eficiente para
controlar a parasitemia e equilibrada o suficente para ndo desenvoler a lesao.
Apesar de haver uma baixa producéao de IFN-y por individuos SC quando comprado
com individuos com LC, Muniz e cols. mostrou que esses individuos apresentam

maior frequéncia de células NK expressando IFN-y em relagcdo aos pacientes com
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LC e que a populagdo de linfocitos T CD4 e CD8 dos individuos subclinicos
expressam menos INF-y comparados aos dos individuos com LC (MUNIZ et al.,
2016). Como as células NK fazem parte da resposta imune inata, acredita-se que a
producdo de IFN-y por essas células no inicio da infeccdo pode estar relacionada
com o controle da multiplicacdo dos parasitos, o que impediria o desenvolvimento de
LC. Este estudo sugere ainda que no inicio da infec¢do, o IFN-y esta relacionado a
protecdo, enquanto que na fase final esta associado ao desenvolvimento da leséo
(MUNIZ et al., 2016).

Estudos com macrofagos derivados de mondcitos de individuos com infecgéo
subclinica mostraram que estas células também sdo menos permissivas a
penetracdo pela Leishmania e mais eficientes na eliminacao intracelular do parasito
comparada as células de pacientes com LC (BOSQUE et al., 2000; GIUDICE et al.,
2012). Estudo recente publicado por Muniz e cols. mostrando que assim como 0s
macrofagos, os mondcitos de individuos SC sdo menos permissivos e eliminam a
Leishmania in vitro mais eficientemente em relacéo aos dos individuos LC (MUNIZ et
al., 2016).

7.2 DIAGNOSTICO CLINICO

O Diagndstico preciso e precoce da LT € importante para o tratamento adequado
e 0 controle das possiveis complicacbes da doenca. O diagnostico da LT engloba
aspectos clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais com a pesquisa do parasito e/ou
testes imunolégicos.

A suspeita clinica de LT € sugerida na anamnese e baseia-se nas caracteristicas
da lesdo associada aos dados epidemioldgicos do paciente.

O periodo de incubacao varia de 2 a 3 semanas até 2 meses ou mais. As lesfes
surgem no local da picada do inseto e, portanto, localizam-se em areas expostas.

A lesdo ulcerada apresenta bordas elevadas bem caracteristicas, base
granulosa que sangra facilmente e o tamanho podem variar de 3 a 12 cm. O
paciente pode apresentar lesdes Unicas ou mdultiplas. As que ndo ulceram também
aumentam e tornam-se nodulares ou verrucosas. As lesbes cutdneas tendem a
cicatrizacdo espontanea, exceto as do pavilhdo auricular, no periodo de até trés

meses.



115

Em aproximadamente 1/3 dos casos de leishmaniose tegumentar ocorre o
comprometimento da mucosa através de disseminacdo do parasito por via
sanguinea ou linfatica e exteriorizando-se a lesdo 3 a 10 anos mais tarde. A leséo
pode acometer labios, faringe, amidalas, assoalho da boca e lingua podendo afetar
até mesmo a laringe, a traquéia e os brénquios. A mucosa encontra-se espessada,

edematosa, sangra facilmente, é dolorosa e tem odor fétido.

7.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico laboratorial da leishmaniose pode ser realizado através do exame
direto de esfregacos, da andlise histopatologica das lesdes, de testes soroldgicos ou
do teste cutaneo com antigenos de Leishmania (Reacdo de Montenegro) e por
biologia molecular (PCR). O diagndstico definitivo depende da identificacdo de
amastigotas em amostras analisadas a microscopia Optica ou por isolamento e

identificacdo das Leishmania sp.

7.3.1 Exame direto do esfregaco

O exame direto € um raspado indolor feito na borda externa ou interna da lesdo. O
material é avaliado em uma lamina de esfregaco em microscopia Optica. Embora
considerado de baixa sensibilidade, esta técnica € de facil manipulacdo e bastante
utilizada em areas com infraestrutura laboratoriais precarias. Melo e cols, (2011)
mostrou que a sensibilidade para o raspado na regido externa da lesao foi de 42,5%
e da regido interna 62,5%. Neste estudo a combinacdo de exames diretos alcancou
um valor de sensibilidade de 77,5%, sugerindo que os métodos diretos podem ser
utilizados com seguranca, principalmente do raspado do interior da lesdo, para o
diagnistico de LC (DE MELLO et al., 2011). Apesar da baixa sensibilidade, existe
estudo mostrando capacidade de detec¢édo de Leishmania por este método em 95%

dos individuos com resultados positivos para LTA (ARRAES et al., 2008).
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7.3.2 Bidpsia

A biopsia da lesdo devera ser realizada utilizando lidocaina a 2%, com retirada
de pelo menos dois fragmentos que serdo utilizados para esfregaco em lamina que
deve ser corada por Giemsa ou Leishman, e outro para ser fixado em formol para
estudo histopatoldgico, que deve revelar granuloma linfo-histiocitario e células
epitelidides com Leishmania.

Nas lesbes recentes, com menos de 30 dias de evolucado, pode haver um maior
namero de parasitos que diminui com o aumento da duracao das lesdes (ROMERO
et al., 1999). Pela histopatologia convencional na coloracdo pela hematoxilina e
eosina (HE), os parasitos podem ser encontrados em menos da metade dos casos
examinados. Os parasitos sdo encontrados em vacuolos no interior de macréfagos
ou no espaco extracelular. Formas amastigotas de Leishmania podem ser
encontradas em células epiteldides e ou macréfagos multinucleados nos granulomas
(BOGGILD et al. 2010). No caso da LTA, a sensibilidade da observagéo do parasito
no raspado tecidual depende da forma clinica da qual se obtem as amostras de
tecido. Outro aspecto importante é a influencia da idade, sexo e tipo de lesdo
(BARRIO et al., 2007). Ja as lesdes mucosas apresentam uma escassez no humero
de amastigotas, o que determina uma sensibilidade diagnéstica de baixo valor
preditivo (WEIGLE et al., 1987).

7.3.3 Culturas de Leishmania sp.

A cultura dos promastigotas in vitro permite a identificacdo da espécie presente
na lesdo. Entretanto, as espécies de Leishmania apresentam capacidade de
crescimento varidvel em cultura e esse método requer uma série de condicbes
laboratoriais, pessoal treinado e mais de 10 dias para a aquisicdo de um numero
suficiente de promastigotas para as investigacdes. As Leishmanias isoladas de leséo
de pele de paciente com leishmaniose inicialmente deve ser cultivada em meio
bifasico Novy MacNeal e Nicolle (NNN-Agar sangue modificado), LIT (Liver Infusion
Triptose) ou Schneider acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) a 23°C para
permitir 0 crescimento parasitario. Depois de cinco dias de cultivo jA& podem ser
encontradas formas promastigotas do parasito, porém se ainda nao houver

crescimento, a cultura deve ser mantida até um més. Em seguida devem ser
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7

cultivadas a 23°C em meio Schneider suplementado segundo o fabricante,
permitindo a multiplicagcao do protozoario e crescimento das promastigotas
metaciclicas até a fase-estacionaria (5-7 dias). Casos crénicos, como aqueles com
baixa carga parasitaria na lesdo, também resultam em uma sensibilidade ainda mais
reduzida desse método. Estas caracteristicas tornam o método de isolamento do
parasito em culturas inadequado para o inquérito epidemioldgico em larga escala.

7.3.4 Infeccdo em animais

O diagndstico parasitoldégico com a inoculacdo de material da bidpsia cutanea
em animais de laboratério, de preferéncia hamsters (Mesocricetus auratus), além do
longo tempo necessario para a evolucdo da lesdo no modelo animal (2 a 9 meses
em meédia) e da necessidade de um laboratério adequado, a eficacia do isolamento
apresenta grande variacdo conforme a espécie de Leishmania (VEGA-LOPEZ,

2003). Esse método, na verdade, € mais utilizado em laboratorios de pesquisa.

7.3.5 Teste de Montenegro

Extrato antigénico de Leishmania sp. (SLA) obtido a partir de culturas de
promastigotas € aplicado na dose de 0,1 ou 0,2 mL por via intradérmica na superficie
anterior do antebraco, e a leitura deve ser realizada em 48 a 72h.

A resposta imunologica é caracterizada por uma hipersensibilidade celular tardia,
apresentando infiltrados com predominancia de linfécitos e macréfagos no local da
infeccdo. A positividade se traduz por papula com 5mm ou mais de diametro. O
resultado pode ser negativo nas primeiras semanas apos surgimento da leséo
cutdnea em humanos, podendo também obter resultados falsos positivos quando
este teste € repetido com intervalo de poucas semanas. Apresenta-se positivo em
90% dos individuos com doenca ativa ou pregressa; torna-se positivo a partir do
terceiro més de infeccédo, assim permanecendo pelo resto da vida (BOGGILD et al.
2010).

O teste de Montenegro quando positivo promove uma hipersensibilidade celular
tardia, com presenca de infiltrados de macrofagos e linfocitos (BARRAL-NETTO et
al.,, 1995). Poréem, como o teste € realizado com um coquetel de antigenos

(antigenos de diferentes espécies de Leishmania sp.) podem ocorrér reacgdes
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cruzadas com outras infeccdes, sendo o teste de baixa especificidade (MEDEIROS
et al., 2002).

Em pacientes com LC ou LM infectados pela L. braziliensis existe uma forte
associacao entre a positividade do teste de Montenegro e a producao de IFN-y, bem
como evidéncia de resposta proliferativa de linfocitos frente ao SLA (DA-CRUZ et al.,
2002). Entretanto, pode haver discordancias entre essas duas avaliacbes que
podem ser devido a presenca de factores de supressdo in vivo que impedem a
positividade do teste na pele, a producdo ou ndo de IFN-y por células ndo T, a
presenca ou ndo de células T efetoras ou de memoria, assim como a ma nutricdo
dos individuos. A restauracdo da positividade do teste de Montenegro pode ocorre
apos a terapia especifica, bem como com a melhora do estado nutricional dos
individuos (YONEDA et al., 1989).

7.3.6 Teste Imunoenzimatico (ELISA)

As reacdes soroldgicas podem ser muito Uteis principalmente nos casos com
lesbes extensas e mdltiplas e no diagnéstico precoce das lesdes mucosas
secundarias ou primarias.

A técnica de ELISA foi rapidamente incorporada como opcao diagnostica tanto
para leishmaniose tegumentar quanto visceral. Esta técnica oferece uma maior
sensibilidade quanto a deteccdo de anticorpos especificos contra o parasito da
Leshmania. Esta vantagem se ilustra melhor quando o exame sorologico compara o
poder de discriminacdo de resposta humoral de pacientes infectados por L.
braziliensis e L. guyanensis. O método de ELISA demostrou titulos mais elevados de
anticorpos nagueles pacientes infectados por L. braziliensis. Uma vantagem
importante do método de ELISA é que este permite uma maior especificidade
descriminando pacientes com LTA daqueles com Chagas, Malaria ou outras
enfermidades que apresentem reacdes cruzadas com titulos baixos (JUNQUEIRA et
al., 2003).

Outra razéo pela qual ELISA tem um enorme potencial como método diagndstico
é a utilizacdo de fracdes subcelulares, de novos substratos para a deteccdo, a
substuicdo de antigenos brutos por proteinas recombinantes, tais como o terminal

carboxil da hsp70 de L. braziliensis, hsp83 de L. infantum, a porcdo média de



119

histona H1 de L. braziliensis, as proteinas acidas ribossomais de L. infantum, as
T26-U2 e T26-U4 de L. peruviana (CELESTE et al., 2004; CATALDO et al., 2010).

7.3.7 Técnica de Imunofluorescéncia indireta (IFI)

A Imunofluorescéncia indireta é, entre os métodos soroldgicos, o mais utilizado.
E uma técnica sensivel, porém, existe a possibilidade de reacées cruzadas contra
outros agentes a exemplo do Trypanosoma cruzi (doenca de chagas) e com a L.
chagasi, agente da leishmaniose visceral, ambas as doencas prevalentes em areas
endémicas de LT, causando resultados falsos positivos em termos de diagnésticos
(KAR et al., 1995). A sensibilidade do método IFlI da forma cutdnea isolada é
estimada em 71% podendo alcancar 100% na forma mucosa, na qual a resposta
imunologica do hospedeiro é intensa (KAR et al., 1995). Os titulos do IFlI sdo
influenciados pela espécie do parasito, tipo de lesao e tempo de duracdo da mesma.

Em pacientes imunossuprimidos ou que apresentam lesées com menos de seis
meses de evolugcdo € comum encontrar resultado sorolégico negativo. Por outro
lado, os pacientes com sorologia positiva, os titulos médios de anticorpos sao mais
elevados (principalmente 1gG) naqueles que apresentam multiplas lesdes, podendo
estar relacionado com uma maior imunogenicidade induzida por uma exposi¢ao
antigénica mais expressiva nestes individuos (GONTIJO E DE CARVALHO, 2003).
Os titulos podem diminuir ou desaparecer em alguns meses, ap0os o tratamento ou

cura.

7.3.8 Citometria de Fluxo

As baixas quantidades de parasitos na lesao dos individuos com LTA nao tornam o
isolamento do parasito, o diagndéstico histopatolégico e o uso PCR totalmente
confiaveis, levando frequentemente a resultado falso-negativo. A presenca de
anticorpos contra a Leishmania em individuos infectados abre novas perspectivas de
métodos diagnosticos. A citometria de fluxo (CF) € um método sorolégica usando
microesferas de poliestireno sensibilizadas com antigenos sollveis de Leishmania
(Img/ml) como uma ferramenta para a deteccdo de anticorpos IgG no soro de
pacientes com LC. Teste soroldgico por citometria de fluxo pode ser utilizado para

confirmar casos em LC em areas de transmissao pela L. braziliensis, no entanto, a
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presenca da doenca de Chagas tem de ser descartada nestes individuos (PEDRAL-
SAMPAIO et al., 2016). Estudo realizado por Sampaio e cols. mostrou uma maior
sensibilidade (S) da técnica de citometria de fluxo em relacdo ao ELISA, porém uma
menor especificidade (E) (PEDRAL-SAMPAIO et al., 2016). A utilizagdo da técninca
de CF permitiu a distincdo de 95% dos pacientes que apresentavam lesdes de LC
como grupo de alta reatividade apresentando percentagem de parasitos
fluorescentes positivos (PPFP > 50%) e 72% dos individuos sem lesdes como grupo
de baixa reatividade (PPFP <50%) (ROCHA et al., 2002). Neste estudo a analise do
IFI ndo apresentou relacdo com a auséncia ou presenca de lesdo, sugerido os
autores a aplicabilidade da citometria de fluxo para identificar casos de infeccdo ativa
(ROCHA et al., 2002). Outro estudo mostrou que o método de citometria de fluxo
apresentou maior sensibilidade (86%), porém especificidade baixa (77%) em relacao
a imunofluorescéncia indirecta (S:78%; E: 85%, respectivamente) sendo indicado
sua aplicabilidade ao estudo da LTA no critério de cura (DE OLIVEIRA et al., 2013).

7.3.9 Immunoblotting/Western Blot (WB)

O Immunoblotting ou Western Blot (WB) € um ensaio imunoenzimético realizado
sobre a uma superficie de membrana podendo detectar baixos niveis de anticorpo. E
utilizado para identificar reatividade especifica entre anticorpos e antigenos de
Leishmania (reviewed PORFIRIO-PASSOS et al.,, 2012). Em estudo realizado por
Brito e cols (2000), a técinca de WB apresentou sensibilidade (S) e especificidade
(E) superiores ao ensaio imunoenzimatico e ao teste de imunofluoréscencia indireta
(S= 90,9% e E= 100%) (BRITO et al.,, 2000). No entanto, Szargiki e cols. (2009),
apresentaram um estudo onde a sensibilidade do WB foi 100% em rela¢do ao ELISA
e IFl, sugerindo a importancia de sua utilizacao principalmente tanto em portadores
assintomaticos quanto para diferenciar a infeccdo pela Leishmania de outros
protozoarios, a exemplo de Trypanosoma e Toxoplasma, responsaveis por reacdes
cruzadas (SZARGIKI et al., 2009).
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7.3.10 PCR e PCR em tempo real no Diagnéstico da LT

Diversos ensaios de Reacdo de Polimerases em Cadeia (PCR) foram
desenvolvidos para a deteccdo de espécies de Leishmania sp. em amostras clinicas
(CASTILHO et al., 2003). Este método tem como objetivo a amplificacdo de genes
do RNA ribossomal, de genes de mini exon, de DNA do cinetoplasto e de
sequéncias de DNA repetitivo. Podendo assim identificar ndo s6 o parasito como
também a espécie presente na amostra.

A necessidade da confirmacdo parasitologica diante da possibilidade do
tratamento clinico torna o PCR uma técnica muito atil na identificacdo da LT.
Estudos prévios tém mostrado uma escassez ou até mesmo auséncia de parasitos
nas lesdes de pacientes com LT, tornando assim o diagnostico parasitologico ainda
mais dificil e podendo levar a atraso no inicio do tratamento. Estudos realizados em
2003 demonstraram que a PCR foi positiva em 100% das biépsias de pele obtidas
de pacientes com LT (DE OLIVEIRA et al., 2003).

A principal vantagem do PCR em Tem Real (qQPCR) € sua maior automacéo, o
gue resulta em economia de tempo (FRANCINO et al.,, 2006; BEN ABDA et al.,
2011; PEREIRA et al., 2014). Além disso, o uso de gPCR como método diagndstico
€ altamente positivo pelo fato de ser uma técnica com alta especificidade (GOMES
et al., 2016), o que é essencial, particularmente para LM, em que € esperada uma
baixa quantidade parasitaria (BOGGILD et al., 2011; BRELAZ-DE-CASTRO et al.,
2012). Estudo recente observou que o desempenho de gPCR foi superior ao da
maioria das outras técnicas usadas para a deteccdo de Leishmania e que a coleta
da amostra de forma néo invasiva (swab) pode atingir uma precisdo semelhante a da
biopsia (GOMES et al., 2016). No entanto, o gPCR néo € suficientemente preciso
para ser usado como uma técnica Unica porque a sua sensibilidade € inferior a
100%, sendo a inclusédo de dados clinicos e o Teste de Montenegro necessarios em
casos que o PCR apresenta resultados negativos (GOMES et al.,, 2016). A
utilizacdo do PCR quando usados duas técnicas de amplificacdo (mini-exon and
HSP-70) aumenta a capacidade de deteccdo de infeccdo em aproximadamente 90%
(BENICIO et al., 2011). Adicionalmente a combinacdo da utilizagdo do PCR com
histopatologia, pode apresentar sensibilidade alta de 94% (BENICIO et al., 2011).
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Estudo realizado por Weirather (2011) utilizando qPCR apresentou boa sensibilidade
para detectar baixos niveis de parasitos e distinguir entre as espécies
de Leishmania em amostras humanas, bem como determinar a carga parasitaria
possibilitando a avaliacdo da resposta pos-tratamento nos pacientes infectados
(WEIRATHER et al., 2011).

A realizacdo do diagnostico da LC por biologia molecular traz inGmeras vantagens
ao auxilio do combate a essa doenca. E conhecido que a genética humana e
parasitaria influencia no curso da leishmaniose. Como revisado por Schriefer e cols.
(2008), diferentes cepas de Leishmania sp levam a diversos quadros clinicos e
respostas ao tratamento. Portanto, a identificacdo genética do parasito,
principalmente a deteccdo de cepas virulentas ou resistentes auxiliara no
diagnostico preditivo dos destinos clinicos e terapéuticos dos individuos infectados
(SCHRIEFER et al., 2008).

7.4 TRATAMENTO

Até o momento ndo existe uma vacina eficaz contra a leishmaniose. Os testes
para vacinacdo em humanos utilizando-se proteinas recombinantes ou parasitos
mortos apresentaram até o momento uma imunidade protetora a curto prazo
(GOMES-SILVA et al., 2007; CHAMAKH-AYARI et al., 2014). Poucos avancos foram
feitos no tratamento destas doencas nos ultimos anos. O antimonial pentavalente
(SbY) durante muito tempo era o tratamento padrdo adotado mundialmente para
leishmaniose, porém devido a elevadas taxas de insucesso, toxicidade e surgimento
de resisténcia na leishmaniose tegumentar sua utilizagdo vem sendo questionada
(LLANOS-CUENTAS et al., 2008).
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7.4.1 Tratamento Farmacoldgico

O tratamento com o antimonial pentavalente (ShY) preconizado pela Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), recomenda que a dose seja calculada em mg/ShY/Kg/dia.
Na forma cutédnea a dose é de 15mg SbV/kg/dia durante 20 a 30 dias seguidos, e na
forma cutaneo-mucosa, 20mg SbV/kg/dia durante 30 dias seguidos ou até cura
clinica.

Antes e durante o tratamento, semanalmente, é necesséario o controle de
transamninases, bilirrubinas, fosfatase alcalina, uréia, creatinina, leucograma e
eletrocardiograma para avaliar a toxicidade hepatica, renal e cardiaca.

Anfotericina B é a droga de segunda escolha, empregada quando néo se obtém
resposta ao tratamento com antimonial. A dose total cumulativa é de 1-1,5g para a
forma cutanea, e de 2,5-3g para a cutaneo-mucosa, o que equivale a 30-50mg/kg.

Pentamidina € um composto diamidinico que age na glicolise aerobia e
anaerobia do metabolismo do protozoario. Tem sido usado com éxito na
leishmaniose cutanea, entretanto a poucos relatos de seu uso na forma mucosa.
Pode-se constituir alternativa nos casos que ndo respondem aos antimoniais
pentavalentes. A dose é de 4mg/kg/dia intramuscular de 2/2 dias até atingir dose
total de 720mg com bons resultados terapéuticos.

As reacbes mais frequentes sdo dor, induracdo, abscessos no local de
aplicacdo, nausea, tontura, adinamia, mialgia, cefaléia, hipotenséo, hiperglicemia,
hipoglicemia, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e alteracdes eletrocardiograficas.
Seu uso é contraindicado em pacientes com hepatopatia, nefropatia, diabetes
mellitus e cardiopatia.

O controle da cura se da principalmente pela observacdo de trés aspectos:
regressao total das lesGes no fim do tratamento ou até um més apos o termino do
mesmo; ndo recidiva das lesGes por 5 anos apos o tratamento; diminui¢cdo dos titulos
de anticorpos nos primeiros meses ou até a negativacao destes ap6s o primeiro ano
de tratamento (forma cutanea) e apds o primeiro ou segundo ano de tratamento da

forma mucosa.
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7.4.2 Imunoterapiana LTA

A forte associacdo entre a resposta imune do hospedeiro e a patogenia da
infeccdo por Leishmania faz com que a modulacédo da resposta imune seja uma das
estratégias mais estudadas para o controle e a prevenc¢ao da leishmaniose.

A faléncia terapéutica observada com o antimonial em todas as formas clinicas
de leishmaniose e as reacdes adversas relacionadas a dose e duracdo do
tratamento apontam para a nescessidade de novas estratégias para o tratamento
dessa doenca. As observacgfes de que a imunoterapia adjuvante, além de diminuir o
tempo de cicratizacdo das lesfes, é efetiva para o tratamento de formas resistentes
tornam essa perspectiva terapéutica a mais promissora atualmente (AREVALO et
al., 2001).

Embora a maioria dos pacientes sejam curados com o0 uso de antimonial
pentavalente (ShV), a necessidade de usar doses elevadas e por um longo periodo
de tempo (30 dias) muitas vezes resulta no aparecimento de toxicidade, que pode
impedir a manutencdo da droga. Adicionalmente, muitos pacientes podem precisar
de nova série de tratamento, aumentando a incidéncia de efeitos colaterais e o custo
do tratamento. Falha terapéutica tem sido relatada em até 37% dos casos (SAENZ
et al., 1991), enquanto um estudo realizado em Corte de Pedra/BA documentou que
17% dos pacientes com LTA, causada por L. braziliensis, tratados com SbY,
apresentam recidiva em periodos variaveis de tempo (NETTO et al., 1990). Diversos
efeitos colaterais tém sido associados ao uso de SbhY, incluindo atralgia, mialgia, dor
abdominal, nduseas, cefaléia, cardiotoxicidade, elevacdo de enzimas hepaticas e de
enzimas pancreaticas. A anfoterecina B é a melhor opc¢éo para os pacientes com LM
nao responsiva a antimonial pentavalente, porém seu emprego requer hospitalizacéo
e sua utilizacéo é limitada pela toxicidade (MARSDEN et al., 1994).

Associacdo de alguns imunomoduladores com a terapia classica tem sido
estimulada, no sentido de diminuir o tempo de cura da doenca, aumentando o
processo de cicatrizacdo da lesdo. Desse modo, algumas alternativas terapéuticas
vém sendo utilizadas. O imiquimod (5%) € um imunomodulador para uso tépico
como creme. Esta droga exibe atividade antiviral in vitro em modelos experimentais.
Tem sido utilizada para o tratamento de verrugas genitais por HPV (COX et al.,

2004). O imiquimod foi efetivo para o tratamento da leishmaniose induzida em
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camundongos e in vitro ativa macrofagos contra a Leishmania (BUATES E
MATLASHEWSKI, 1999). Estudos mostram que pacientes com leishamaniose
cutanea resistentes ao tratamento com antimonial isolado mostrou cura clinica em
90% dos pacientes seguidos com associacdo do antimonial ao tratamento topico
com imiquimod (AREVALO et al., 2001).

Atualmente, a imunoterapia com vacinas e a modulagdo da resposta imune,
através do uso de citocinas e fatores de crescimento, constituem alternativas
promissoras na profilaxia e no tratamento da Leishmaniose Tegumentar Americana.
Pesquisas de novas modalidades terapéuticas para o tratamento da leishmaniose
tém sido empreendidas para tentar diminuir os efeitos colaterais que ocorrem com 0
uso de antimonial e anfotericina B, facilitar o tratamento nas areas endémicas da
doenca, dimiuir o tempo de tratamento e os indices crescentes de falha terapéutica.
Diante desse quadro e das dificuldades de tratamento é que a imunoterapia
associada passa a ser uma alternativa a ser explorada.

Estudos prévios tém mostrado que o fator estimulador de colénia de granuldcitos
e mononuclear recombinante (rhGM-CSF), que € uma glicoproteina com papel
importante no crescimento de células hematopoiéticas induzindo o crescimento de
colénias maduras de granuldcitos e/ou macréfagos (METCALF E BURGESS, 1982),
pode alterar a resposta imune a Leishmania em humanos, por aumento da ativagao
macrofagica, inducdo de cicratizacdo e fibrose, e/ou por inducdo de uma resposta
imune Thl levando a uma apresentacdo mais eficaz de antigenos (LIESCHKE E
BURGESS, 1992; JONES et al., 1993; MANN et al., 2006).

Estudos vém demonstrando que o rhGM-CSF desempenha papel importante
ndo sé na velocidade de formacao de cicatriz, quanto na sua qualidade (ALMEIDA et
al.,, 1999; MANN et al., 2006). Almeida e cols. (1999) utilizando GM-CSF injetavel
nas bordas das Ulceras de pacientes com LC, associado a administracdo
endovenosa de antimonial, observaram uma reducdo em mais de 50% do tempo
total de cura das lesdes dos pacientes (ALMEIDA et al., 1999). Outro estudo
realizado pelo mesmo grupo, mostrou que a administracdo de antimonial com
curativo oclusivo de GM-CSF obtiveram cura de 100% dos cinco pacientes
portadores de LC refrataria (ALMEIDA et al., 2005).

Esta modulacdo parece estar associada a producdo de citocinas regulatorias
como a IL-10, desde que estudo realizado por Lehmann (1998) demonstrou que GM-

CSF é capaz de aumentar em cerca de dez vezes a expressao de RNAm de IL-10,
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citocina imunomodulatéria (LEHMANN et al., 1998). Adicionalmete, o tratamento
com GM-CSF e antimonio aumentou significativamente a produgéo de IL-10 por
células mononucleares do sangue periférico em comparacdo ao grupo tratado com
antimonial isoladamente.

A IL-10 é produzida por uma variedade de células, a exemplo dos linfocitos T
CD4*, TCD4* CD25*, TCD8*, mondcitos/macrofagos, células dendriticas e linfocitos
B (BELKAID et al., 2002). Ela é uma potente moduladora da proliferacéo de linfécitos
T CD4* e da producdo de citocinas antigeno-especificas do tipo Thl por estas
células, inibe a producéo de 6xido nitrico (NO) pelos mondcitos e macrofagos, além
de inibir a capacidade de apresentacdo de antigenos pelos mondcitos através da
diminuicdo da expressao de moléculas HLA-DR e moléculas co-estimulatorias, como
CD80, CD86 (O'GARRA E VIEIRA, 2004).

Um estudo realizado por Faria e colaboradores mostrou que a diminuicdo da
exposicao in situ do receptor de IL-10, foi correlacionada com a resposta inflamatoria
exacerbada em pacientes com leishmaniose mucosa (FARIA et al, 2005). A
presenca de um equilibrio entre a producdo de citocinas Thl e Th2 e entre a
resposta imune protetora e a modulagcdo dessa resposta, como observada em
individuos com a forma subclinica da infeccdo causada por L. braziliensis
(FOLLADOR et al., 2002), indica que a modulacdo da resposta imune pode ser
fundamental para evitar o aparecimento das lesdes teciduais nos individuos que
estdo expostos a infeccdo. O dano tecidual observado na leishmaniose cutanea e
mucosa é também consequéncia da incapacidade do hospedeiro de controlar esta
resposta. Esse fenbmeno torna ainda mais relevante no contexto onde a
refratariedade ao tratamento com antimonial pentavalente (SbhY) e a presenca da
recidiva se associam aos diversos efeitos colaterais devidos ao uso parenteral de
SbY ou anfotericina B, limitando o controle adequado da doenca. Todos esses fatores
ressaltam a importancia de pesquisar novas modalidades terapéuticas que
contribuam para facilitar o tratamento nas areas endémicas tendo como base o
conhecimento dos mecanismos da imunopatogénese da LTA e como a imunoterapia
pode contribuir para a prevencao da leséo inflamatéria associada a essa doenca ou

diminuir no tempo de cura da leséo.
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7.4.3 Tratamento alternativo com Termoterapia ou Crioterapia

Existem tratamentos alternativos sendo testados para LTA. A termoterapia que
utiliza calor local da leséo gerado por radio frequéncia (50°C, 30s) associado ao ShY
apresentou uma maior cura clinica comparados tratamento convencional (LOPEZ et
al., 2012).

A crioterapia com nitrogénio liquido associado ao SbY é recomendada para
lesGes com menos de 1cm, em dois ciclos de 20s por duas sessdes com intervalo de
trés semanas apresentou satisfacdo em relacdo a cura clinica em relacdo aos

pacientes com tratamento convencional (ER-RAMI et al., 2013).
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8 CONCLUSAO GERAL

O antigeno rSm29 do Schistosoma mansoni induziu um perfil de ativacao
nao convencional nas MoDCs de pacientes com leishmaniose infectadas
pela L. braziliensis. Estas células apresentaram elevada expressdo de
marcadores de ativacdo, ao tempo em que apresentaram uma diminuicdo
na expresséao de IL-12 e aumento na expressao de IL-10 intracelular, sem
alteracdo na infectividade das leishmanias. Neste mesmo ambiente
celular, observou-se um aumento nas moléculas associadas a regulacao
celular, tanto pelo linfocitos T CD4*, como T CD8*, alem de reducédo nos
sobrenadantes das co-culturas dos niveis de IL-12 e aumento de IL-10,
sem alterar os niveis de TNF, necessérios ao controle parasitario. O efeito
observado pela estimulacdo com o rSm29 ndo pode ser estendido a
infeccdo pelo S. mansoni, haja vista as MoDCs e linfocitos de individuos
infectados por este helminto apresentarem um menor grau de ativacao e
um perfil regulatério que favoreceu a susceptibilidade a infeccdo pela
Leishmania nestes individuos. Os resultados obtidos neste estudo
sugerem que o0 antigeno rSm29 tem potencial para atuar como
imunomodulador da resposta imune exacerbada responsavel pela

patogénese da leishmaniose.
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ANEXOS

ANEXO | — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAR DO
ESTUDO
Nome do Projeto: Estudo do perfil de células dendriticas de pacientes com

leishmaniose cutanea frente ao antigeno do Schistosoma mansoni rSm29.

Investigador Principal: Luciana Santos Cardoso, Farmacéutica, Pesquisadora do
Servico Imunologia, Hospital Universitario Prof. Edgard Santos — UFBA, Rua Joé&o
das Botas s/n, Canela, CEP 40.110-160, Salvador-BA

Nome do

Paciente:

Convite e Objetivo:

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de um estudo que tem como objetivo
avaliar se produtos do verme Schistosoma mansoni sdo capazes de prevenir a
inflamacdo que causa lesdo cutanea na leishmaniose. Esta participacédo implica na
sua concordancia em submeter-se, periodicamente, durante um ano,
aproximadamente, a exames para determinar a presenca de leishmaniose e
esquistossomose, que consistem em: responder a um questionario com perguntas
sobre essa doenca, submeter-se a exames clinicos, além da coleta de amostras de
sangue e de amostras de fezes.

Além das informacdes aqui presentes vocé pode perguntar tudo sobre o estudo ao

seu médico.

Participacdo Voluntéria:

A sua participacdo no estudo € voluntaria e vocé estara contribuindo para o melhor
entendimento da sua doenca. Vocé é livre para recusar a participar do estudo, ou se
retirar em qualquer época apds o seu inicio sem afetar ou prejudicar a qualidade e a

disponibilidade da assisténcia médica que lhe sera prestada.
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Finalidade do estudo:

Este estudo tem a finalidade de avaliar se a proteina do S. mansoni é capaz de
prevenir o desenvolvimento de resposta inflamatdria de células dendriticas na
leishmaniose cutanea.

Procedimentos:

Caso concorde em participar do estudo, vocé recebera os frascos coletores de
fezes, que deverdo ser devolvidos, para que possamos realizar 0os exames
parasitologicos. Em seguida, vocé doara 40mL de sangue venoso, que sera coletado
por profissional capacitado para tal, com o auxilio de seringas e agulhas

descartaveis.

Duracdo do Estudo: Apdés a assinatura do termo de consentimento, sua

participacdo no estudo tera uma duracdo maxima prevista de 12 meses.

Confidencialidade:

Qualguer informacao obtida durante este estudo sera confidencial sendo apenas
compartilhada com outros membros da equipe. Os resultados serdo divulgados na
forma de comunicagdo cientifica, ndo permitindo a identificacdo individual dos

participantes.

Anédlise dos Riscos e Beneficios:
A retirada de sangue venoso é um procedimento médico de rotina e, em casos raros
pode provocar dor leve e sangramento apos retirada da agulha. Caso isso aconteca,

todos os cuidados serédo tomados por profissionais devidamente habilitados.

Retorno dos Beneficios para o Sujeito e para a Sociedade:

Estudos que contribuem para identificacdo dos mecanismos envolvidos na protecéo
da leishmaniose por produtos do S. mansoni podem levar ao desenvolvimento de
novos tratamentos para estas doencas.

As pessoas que se submeterem aos exames receberao, se desejarem, os resultados
dos mesmos. No caso de detectarmos a presenca de parasitos intestinais, vocé sera

tratado gratuitamente.
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Custos:
Vocé ndo tera custos com a participagdo no estudo e nem recebera pagamento por

sua participacao.

Esclarecimentos:

Qualquer davida que vocé tenha sobre o que esta escrito neste consentimento ou
sobre os procedimentos que constam desse projeto de pesquisa, podera entrar em
contato com Dra. Luciana Santos Cardoso, coordenadora do projeto, pesquisadora
do Servigco de Imunologia do HUPES-UFBA, Joao das Botas, s/n — Canela, telefone
(071) 3237-7353, ou com o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual
da Bahia- Rua Silveira Martins n® 2555- Cabula — Salvador/Bahia/Brasil — CEP.
41150-000. Tel. (71) 31172445.

Consentimento:

Se vocé leu o consentimento livre e esclarecido ou este Ihe foi explicado e vocé
concorda em participar voluntariamente deste estudo, favor assinar o nome abaixo.
A vocé sera entregue uma copia deste formulario.

Assinatura do Participante ou Responsavel

Assinatura do Pesquisador

Local: Data / / e Hora:
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ANEXO Il — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCL para menores

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA MENORES DE
IDADE (MENORES DE 18), PARA O ESTUDO DA RESPOSTA IMUNE

Projeto: Estudo do perfil de células dendriticas e linfécitos de pacientes com
leishmaniose cutanea frente ao antigeno do Schistosoma mansoni rSm29.

Investigador Principal: Luciana Santos Cardoso, Farmacéutica, Pesquisadora do
Servico de Imunologia do Hospital Universitario Prof. Edgard Santos, Rua Jo&o das
Botas s/n, Canela, 40110-160, Salvador-Bahia- Brazil.

Comité de Etica: Universidade Estadual da Bahia- Rua Silveira Martins n® 2555-
Cabula — Salvador/Bahia/Brasil — CEP. 41150-000. Tel. (71) 31172445.

Nome do paciente:

Numero de Identificacdo no Projeto:

Convite e objetivo: Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo cientifico.
O propdsito deste estudo é avaliar se substancias do verme Schistosoma mansoni
sdo capazes de prevenir a inflamacédo que causa a leishmaniose. A principal doenca
que nos estudaremos sera a leishmaniose, mas nés daremos atengdo a outras
infeccoes.

NOs perguntaremos a vocé sobre a sua saude. Um médico fara exame fisico em
vocé. Isto ndo causara dor em vocé. Em seguida iremos solicitar amostra de fezes
para avaliar a possibilidade de estar com alguma verminose. Entdo, nés tiraremos
um pouco de sangue (cerca de quatro colheres de sopa) de seu braco usando uma
seringa e agulhas descartaveis para realizar alguns exames que ajudardo a explicar
a doenca. NOs esperamos através deste estudo esclarecer mais sobre esta doenca,
entendé-las e assim poderemos preveni-las no futuro.

Vocé pode nao participar deste estudo, caso ndo queira. Se vocé aceita participar,
por favor, assine ou coloque sua impresséao digital abaixo.

Assinatura ou impresséao do paciente Data Hora
Assinatura ou impresséao do responsavel Data Hora
Testemunha Data Hora

COMPROMISSO DO PESQUISADOR

Discuti as questdes acima apresentadas com os participantes do estudo ou com o
seu representante legalmente autorizado.E minha opinido que o individuo entende
0s riscos, beneficios e direitos relacionados a este projeto.

Assinatura do pesquisador Data Hora
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AUTORIZAGAQ: DECRETO N* 92937/86 RECONHECIMENTO: PORTARIA N° 909/95, DOU 01.08 95

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PROCESSO NUMERO 0603110287514
TiTULO DO PROJETO Efeito dos antigenos de Schistosoma mansoni sobre a ativagao das
élulas dendriticas na leishmaniose cutanea.
RESPONSAVEL Luciana Santos Cardoso 3

"OBJETIVO GERAL:
e Avaliar a capacidade do antigeno do S. mansoni, Sm29 e Sm22.6 em modular a ativagao das células

dentriticas derivadas de monécitos /n vitro em individuos com leishmaniose tegumentar.

OBJETIVO ESPECIFICO:

«  Em células dendriticas derivadas de monacitos de individuos com leishmaniose tegumentar, avaliar in
vitro:

¢ A capacidade dos antigenos Sm29 e Sm22.6 do S. mansoni em modular a ativagao das células
dendriticas na presenga ou auséncia do antigeno solovel de Leishmaniose (SLA), através da
expressao das moléculas de superficie HLA-DR, CD80 e CD86;

e A capacidade dos antigenos Sm29 e Sm22.6 do S. mansoni em modular a expressao de citicinas
inflamaterias IL — 12 e TNF pelas células dentriticas;

« O efeito da adigao dos antigenos Sm29 e Sm22.6 as culturas de células dendriticas estimuladas com
antigeno soluvel de L. brazileiensis, sobre a produgao de IL-10 e expressao do receptor de IL -10;

« O perfil dos citocinas IL-6, IL - 12 e TNF em sobrenadantes das culturas de células dendriticas

estimuladas com os antigenos Sm29 e SM22.6.

PROCEDIMENTO METODOLOGICO

No presente projeto sera avaliado a capacidade do antigeno de S. mansoni, Sm29 e Sm22.6 em modular a
ativagdo das células dentrificas por meio da realizagdo da andlise da freqiéncia da expressdo dos
marcadores de superficie celular usando o programa “Flowlo”. No presente estudo serdo utilizados como
marcadores de células dendrﬁi;:as os anticorpos monoclonais: CD11c e CD1a, marcadores de ativaggo: CD80
{B7.1), CD86 (87.2), HLA-DR e marcadores das citocinas IL-10, IL-12, TNF e do receptor de IL-10 (IL-10R).
Ser&o induidos como sujeitos da pesquisa individuos residentes na area endémica de Corte de Pedra com
dicqnéﬁoo de leishmaniose cutanea, faixa etaria de entre 10 a 60 anos; ambos os géneros com

parasifolégico de fezes negativo para S. mansoni em pelo menos 3 amostras.

Apés a andlise do projeto e observando o que dispde a resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude,

Ministério da Saude do Brasil, de outubro de 1996, declaramos que o projeto Efeito dos antigenos de

Rua Silveira Martins n° 2555 — Cabula — Salvador/Bahia/Brasil — CEP. 41.150-000
Tel. (71) 3117-2445 e-mail: cepuneb@uneb.br
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Parecer do Comité de Etica em Pesquisa (continuac&o)

UNIVERSIDADE DO ESTADO DA BAHIA (UNEB)

AUTORIZAGAO: DECRETO N* 92937/86 - RECONHECIMENTO: PORTARIA N° 909/95, DOU 01.08 95

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

| Schistosoma mansoni sobre a ativagao das células dendriticas na leishmaniose cutanea encontra se
I APROVADO para cﬁexecugdo.
‘ i

And ‘ﬁgﬂ—a_)riuno

Presidente go Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da UNIVERSIDADE DO ESTADO DA BAHIA- UNEB

Salvador, 16 de novembro de 2011
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