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Centro de Pesquisa Rene Rachoo

fragrame de Pés-Graduagao em Ciéncias da Saude

Ata da vigésima quarta defesa de dissertagio de mestrado do Programa de
Pés-Graduagio em Ciéncias da Saude, da aluna Ana Paula Vieira Marciano,
sob a orientagio do Dr. Olindo Assis Martins Filho e co-orientada pela Dra.
Vanessa Peruhype Magalhédes Pascoal.

Aos onze dias do més de abril do ano de dois mil e seis, as guatorze
horas, realizou-se no auditdrieo do Centro de Pesguisa René Rachou, o
exame da vigésima gquarta dissertagdoc de mestrade deo Programa de FPos-
Graduacgdo em Ciéncias da Saude do Centro de Pesguisa René
Rachou/FIQCRUZ, como parte dos requisites para a obtengdc do titulo de
Mestre em Ciéncias — Aarea de concentracgdo Biclogia Celular e Melecular.
A dissertacac da aluna Ana Paula Vieira Marcianc intitula-se “Estudo de

alteracdes fenotipicas em células da imunidade inata e adaptativa na

infecgdaoc por Leishmania { L) chagasi™. A  banca examinadora foi
constituida pelos professores: Dt . Olindo Assis Martins Filho
CPgRR/FIOCRUZ ({(orientador e presidente da banca), Dra. Ana Lucia Teles
Rabelle - CPgRR{membro titular), Dra. Elenice Moreira Lemos — UFES
{membro titular) e Dra Andréa Teixeira de Carvalho - CPgRR/FIQCRUZ
(membroe suplente). Apds argiiir a aluna e considerando gque & mesma

demonstrou capacidade no trato do tema escolhido e sistematizagde na
apresentacdo dos dados, a Banca Examinadora assim se pronuncicu: De
acordo com o regulamentco do Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias da

7 .
Satude, a aluna foi considerada /Q}/{Z@(/A A . Uma vez

encerradc © exame, eu, Olindo Assis Martins Filho, presidente da Banca,
assine a presente ata Jjuntamente com os membros da Banca Examinadora.

Belo Horizonte, onze de abril de deis mil e seis.
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RESUMO

Os estudos que avaliam a participagao de eventos imunolégicos associados a progressao e
resisténcia nas Leishmanioses chamam a atencdo para a necessidade de maiores
investigagbes a fim de identificar a influéncia de varidveis chaves no processo de
categorizagdo dos pacientes. Nesse trabalho analisamos caracteristicas imunofenotipicas
de leucdcitos do sangue periférico de individuos portadores de LV classica, individuos
portadores de LV assintomatica e individuos curados da LV, com énfase em células
envolvidas na resposta imune inata e adaptativa. Nossos resultados mostraram que os
mecanismos imunolégicos que acompanham a infeccdo humana por Leishmania e a cura
apos tratamento etiolégico sdo constituidos de eventos complexos, multifatoriais que
envolvem o estabelecimento concomitante de ativagao e imunorregulacédo do compartimento
da imunidade celular inata bem como aspectos fenotipicos sugestivos da ativagdo e co-
estimulagcado paralela da imunidade adaptativa celular e humoral. Esse perfil complexo e, a
principio controverso, de alteracbes fenotipicas pode ser parcialmente esclarecido, quando
consideramos a importancia da analise das diversas formas clinicas da LV e o impacto da
terapéutica especifica. Nesse contexto, observamos um predominio de alteragbes
fenotipicas associadas a mecanismos de ativacdo e co-estimulagdo celular, tanto na
imunidade inata quanto na imunidade adaptativa, favorecendo o estabelecimento e
manuten¢do de doencga ativa em individuos portadores de LV classica. Destaca-se nestes
individuos o papel de linfécitos T CD8 citotdxicos na manutencao e progresséo da infeccao,
associado a presenca de linfocitos B. Por outro lado, observamos que a terapéutica
etiolégica da LV, favorece a restauragcédo, para niveis semelhantes aos observados em
individuos nao infectados, do nuimero de células ativadas e expressando moléculas
coestimuladoras no ambito da imunidade inata e adaptativa, associada a presenga de
mecanismos imunorreguladores efetivos. Ja na infeccdo assintomatica, observamos a
presenca de um perfil fenotipico preservado. No compartimento da imunidade inata,
observou-se um padrao fenotipico semelhante ao observado em individuos n&o infectados e
uma diminuicdo no numero de mondécitos pro-inflamatérios. No dmbito da resposta imune
adaptativa, observou-se a preservacao de sinais fenotipicos de ativagao celular em linfécitos
T em associacdo a reducao na participacao de linfécitos B, compativel com a hipétese de
auséncia de manifestacdo sistémica na infecgdo assintomatica por L. (L.) chagasi. Em
conjunto, nossos resultados demonstram a importancia do estudo de aspectos imunoldgicos
envolvidos as diversas formas clinicas da LV para melhor caracterizacdo de eventos da

resposta imune associados a progressao e a resisténcia da doenca.



ABSTRACT

Issues on immunological events associated with the progression and resistance to
Leishmaniases have been raised in further investigations in order to have key-variables
correlated with the patients categorization. In the present work, immunophenotypic features
of leukocytes of the peripheral blood from patients with classical visceral leishmaniasis (VL),
asymptomatic individuals with VL, and VL cured individuals with emphasis on cells involved
with innate and adaptive immune response were analyzed. Our results have shown that the
immunological mechanisms following human Leishmania infection and its cure after the
etiological treatment comprise complex multifactorial events, involving a concomitant
establishment of activation and immunoregulation of the innate cellular immunity
compartment as well as phenotypical aspects suggestive of activation and co-stimulation of
cellular and humoral adaptive immunity. Such complex altered phenotypic profile, even
causing controversy, might be partly cleared up when the importance of several VL clinical
forms and the impact of a specific therapy are taken into account. In this scenario,
predominant phenotypic alterations associated with mechanisms of cell activation and co-
stimulation, in both innate and adaptive immune response, were observed enabling the
establishment and maintenance of an active disease in individuals with classical VL. In such
individuals, the role of T CD8 cytotoxic lymphocytes, in the maintenance and progression of
VL infection associated with the presence of B lymphocytes, is outstanding. On the other
hand, we have observed that, similar to what is observed in non-infected individuals, VL
etiological therapy enables a re-establishment of the number of activated cells expressing
co-stimulator molecules in innate and adaptive immunity associated with effective
immunoregulation mechanisms. As for the asymptomatic infection, a preserved phenotypic
profile was shown. In the innate immunity compartment, a phenotypic profile similar to that
observed in non-infected individuals and a decreased number of pro-inflammatory
monocytes were observed. Concerning adaptive immune response, there has been
preservation of phenotypic signals of cellular activation in T lymphocytes correlated with a
reduced participation of B lymphocytes, compatible with the hypothesis of an absent
systemic manifestation in asymptomatic infection with L. (L.) chagasi. All together, our results
have shown the importance of further investigation on immunological aspects involved with
several VL clinical manifestations for a better characterization of the immune response

events associated with the progression of and resistance to the disease.
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Estudo de alteragdes fenotipicas em células da imunidade inata e adaptativa na
infeccao por Leishmania (L.) chagasi

1- INTRODUCAO



Introducao

As leishmanioses referem-se a um espectro de doengas causadas por
protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania. O complexo donovani compreende as espécies Leishmania (L.)
donovani e Leishmania (L.) infantum no Velho Mundo e Leishmania (L.) chagasi nas
Américas. As leishmanias s&do transmitidas pela picada de fémeas de insetos do
género Lutzomya no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo e sdo parasitos
intracelulares obrigatérios que se reproduzem por divisdo binaria, dentro do sistema
fagocitico mononuclear de mamiferos suscetiveis (LAINSON et al. 1987).

As leishmanioses sao clinicamente divididas em visceral e tegumentar
(cutdnea, mucocutanea e difusa) e estdo entre as dez endemias mundiais de
prioridade absoluta da Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), devido ao seu carater
endémico em 88 paises de varias regides do mundo, principalmente em areas
tropicais e subtropicais das Américas, Africa, Asia e Europa. Estima-se que
aproximadamente 12 milhdes de pessoas estejam atualmente infectadas e que
cerca de 367 milhdes encontrem-se em risco para adquirir a doenga, estando a
incidéncia anual estimada em cerca de 1-1,5 milhdes de casos para a leishmaniose
tegumentar e 500.000 casos para a leishmaniose visceral (OMS, 2003).

Nas Ameéricas, a leishmaniose visceral (LV) humana ocorre desde o sul do
México até o norte da Argentina, sendo que 90% dos casos sao registrados no
Brasil, onde esta distribuida em 19 das 27 unidades federativas, atingindo 4 das 5
regides brasileiras. Sua maior prevaléncia encontra-se na regidao nordeste a qual,
concentra cerca de 66% dos casos. No Brasil, registra-se em média cerca de 3.700
casos de LV por ano e a incidéncia é de dois casos/100.000 habitantes. Embora a L.
(L) chagasi possa acometer individuos de qualquer faixa etaria, a doenca € mais
frequente em criangas menores de 10 anos (54,4%). O sexo masculino é
proporcionalmente o mais afetado (60%), e a letalidade esta em torno de 8%, o que
corresponde a uma média de 230 obitos por ano (Fundagdo Nacional de Saude —
FUNASA, 2003).

A epidemiologia da LV vem se alterando através do tempo. Até a década de
80, a maioria dos casos concentrava-se nas areas rurais dos municipios, aos poucos
a doenga veio adquirindo caracteristica periurbana e atualmente, encontra-se em
plena urbanizagao, estando presente em bairros de grandes cidades, como Campo
Grande - MS, Teresina - Pl, Sao Luis - MA, Belo Horizonte - MG e um grande

numero de localidades no interior do pais. Essa mudanga na distribuicdo da LV
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Introdugao
parece ser consequéncia de processo multifatorial. Acredita-se que um dos mais
relevantes seja a participagdo do cao como reservatorio doméstico da LV, assim
como a adaptacado do hospedeiro invertebrado, Lutzomyia longipalpis, ao ambiente
peridomiciliar, além do aumento dos casos de co-infecgdo HIV-Leishmania
(FUNASA, 2003).

O controle da LV esta diretamente associado a reducédo dos casos humanos e
caninos, e consiste basicamente no tratamento de todos os casos humanos, na
eliminagcdo dos reservatorios domeésticos, o que resulta na quebra do elo de
transmissdo da antropozoonose, no combate ao vetor e, numa rigorosa vigilancia
epidemioldgica (FUNASA, 2003).

A propagacao e a manutencdo da doenga estido associadas as condigcdes
precarias, sem qualquer infra-estrutura de saneamento basico, em que vivem
populagdes carentes, a grande convivéncia com animais domésticos e ao insucesso
de algumas medidas anti-vetoriais. Neste contexto, a infec¢gao ocorre quando formas
promastigotas infectantes sao inoculadas no tecido do hospedeiro (homem ou cao),
durante o repasto sanguineo do inseto vetor. Neste momento, os parasitos s&o
internalizados por células fagocitarias, predominantemente macréfagos. Este
processo envolve ligagdo de moléculas de superficie dos parasitos entre elas, o
lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina 63 KD (gp 63), a receptores expressos na
superficie de macréfagos, incluindo os receptores 1 e 3 do complemento (CR1 e
CR3), receptor manose-fucose e receptor de fibronectina (BRITTINGHARM et al.
1995; GREEN et al. 1994). No macréfago, os parasitos perdem o flagelo, tornando-
se arredondados ou ovoides e sao entdo denominados amastigotas, formas que
residem no interior dos fagolisossomos, onde sobrevivem e se multiplicam. Alguns
macrofagos infectados se rompem e liberam as amastigotas, que sdo entédo
internalizadas por macréfagos vizinhos. Durante um novo repasto sanglineo, o
inseto vetor ingere macrofagos infectados com amastigotas de Leishmania, que sao
levadas ao intestino, onde se transformam em promastigotas e se multiplicam.
Quando o inseto exerce novo hematofagismo, formas infectantes sdo inoculadas,
reiniciando assim, o ciclo no hospedeiro vertebrado.

Do ponto de vista clinico, a LV pode ser dividida, conforme as caracteristicas
clinicas e laboratoriais apresentadas pelos pacientes, em quatro formas: (1)
assintomatica, (2) subclinica ou oligossintomatica com progressao para cura, (3)
subclinica ou oligossintomatica com progressao para a forma classica e a (4)

classica. Essa caracterizagdo baseou-se num estudo clinico e epidemiolégico com
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Introdugao
criancas sorologicamente positivas, residentes em Jacobina — BA (BADARO et al.
(1986a e b).

(1) Assintomatica

Caracterizada por auséncia de manifestacdes clinicas (sinais e sintomas) na
anamnese e no exame fisico e, teste de hipersensibilidade tardia (Teste de
Montenegro) positivo na maioria dos casos. Nas analises de parametros
laboratoriais, observa-se hemograma normal, provas de funcdo hepatica (dosagem
das transaminases ALT e AST) normais e eletroforese de proteinas do soro dentro
dos padrbes de normalidade.

(2) Subclinica ou Oligossintomatica com progressao para cura

Caracterizada pela presenca de sintomas leves como diarréia, mal estar e
febre baixa, com discreta visceromegalia. Em geral, o bago ndo é palpavel e o figado
esta pouco aumentado. O Teste de Montenegro em muitos casos esta positivo. Nas
analises de parametros laboratoriais, observa-se hemograma normal, provas de
funcao hepatica pouco alteradas e eletroforese de proteinas normal.

(3) Subclinica ou Oligossintomatica com progressao para a forma Classica

Neste caso, os pacientes apresentam febre, tosse seca, diarréia e mal estar.
Em todos os casos ocorre visceromegalia de bago e figado. O Teste de Montenegro
€ negativo e a detecgao do parasito em aspirados de medula 6ssea é freqlente. Nas
andlises de parametros laboratoriais, observa-se discreta leucopenia, ALT
permanece normal e os valores de AST encontram-se um pouco elevados. Ja a
eletroforese de proteinas apresenta discreta inversdo na relagdo albumina/gama-
globulinas.
(4) Classica

Doenga de instalagéo insidiosa e evolugéo prolongada, caracterizada por
febre irregular, diarréia, tosse seca e mal estar. O abdémen aparece muito protuso
em decorréncia da hepatoesplenomegalia. A pele mostra-se de coloragao
pardacenta. Ocorre desnutricdo protéico-caldrica e os cabelos ficam quebradicos.
Ha emagrecimento progressivo levando o individuo a caquexia. O Teste de
Montenegro esta negativo. Nas analises de parametros laboratoriais, observa-se
completa inversao na relagao albumina/gama-globulinas, pancitoponenia e provas
de fungao hepatica bastante alteradas.

Estas formas clinicas da LV refletem o equilibrio entre a multiplicagdo dos
parasitos nas células do sistema fagocitico mononuclear, a resposta imune do

individuo e as alteragdes degenerativas resultantes desse processo.
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E sabido que as leishmanioses representam um excelente modelo sistémico
para estudo da resposta imune mediada por células. Em 1986, MOSMANN et al.
iniciaram uma revolucao conceitual na imunologia por dividirem as células T “helper”
(Th) em duas populag¢des (Th1 e Th2) com perfil de citocinas antagbnicas e contra-
reguladoras. Este novo paradigma foi entdo entusiasticamente adotado em diversas
areas da imunologia e de doengas infecciosas, sendo a primeira demonstragao
direta de sua relevancia na regulagcao do curso de doencgas in vivo, identificada a
partir de estudos em modelo experimental de infeccdo com Leishmania major
(LOCKSLEY et al. 1987). Os pesquisadores descreveram que a predisposi¢ao
genética para suscetibilidade ou resisténcia a infeccdo de camundongos por L.
major, correlacionava-se com um predominio de resposta imune Th2 ou Th1,
respectivamente. Entretanto, atualmente, tem-se questionado a simplicidade deste
modelo. Dados recentes revelam a existéncia de complexidades na regulagdo de
citocinas e nos mecanismos de aquisi¢ao de resisténcia ou suscetibilidade.

A infecgao por L. major em camundongos BALB/c leva, invariavelmente, a um
crescimento descontrolado do parasito no sitio primario de infeccdo e sua
subsequente disseminagédo para linfonodos, bago, figado, medula 6ssea e outros
sitios cutaneos. Existe um consenso de que a inabilidade dos camundongos BALB/c
em controlar a infeccdo esteja associada a elevada e sustentada resposta Th2,
caracterizada pela rapida expansao da populacado de células T CD4* com receptor
(TCR) Va8'VB4*, que reconhece um antigeno de Leishmania homodlogo de
receptores para quinase C ativada-LACK e produzem IL-4 (JULIA et al. 1999). Além
disso, tem sido descrito que certas cepas de L. major levam a infecgdo nao-limitante
em BALB/c IL-4 “Knockout” (KO). Como a IL-13 divide muitas fung¢des bioldgicas
com a IL-4, incluindo o uso do IL-4Ra e a sinalizacdo dependente de STAT-6,
parece, que esta citocina, pode efetivamente cooperar com ou substituir a IL-4
promovendo diferenciagdo Th2 e suscetibilidade a infec¢do por L. major em BALB/c
(MATTHEWS et al. 2000), embora estudos com camundongos KO para IL-4Raq,
demonstrem que ocorre manutencédo do fendtipo n&o-limitante com algumas cepas
de L. major, sugerindo a participagdo de outras citocinas além da IL-4 e da IL-13,
neste fendmeno. As descobertas de que camundongos KO para IL-4Ra e IL-10, sdo
altamente resistentes a infecgao por L. major, identificaram a IL-10 como a citocina
que, pelo menos em alguns casos seria necessaria para promover a suscetibilidade
(NOBEN-TRAUTH et al. 2003). Outro fator que também esta associado a

suscetibilidade de camundongos BALB/c a infec¢do por L. major, se refere ao
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aumento da expressao de CD86, que especificamente € um co-estimulo para a
produgao de IL-4 e proliferagcao de células Th2 (RANGER et al. 1996).

Embora a imunidade adaptativa venha sendo extensivamente estudada no
modelo de infec¢cdo por Leishmania, trabalhos recentes abordando a defesa do
hospedeiro contra diversos patdgenos, tém demonstrado que as células da resposta
imune inata apresentam um importante papel ndo apenas nos mecanismos de
destrui¢do inicial do patdogeno, mas também no direcionamento do tipo de resposta
imune especifica gerada. Tem sido descrito que nas primeiras 48-72 horas apos
inoculagdo de L. major, um intenso infiltrado polimorfonuclear (PMN) é direcionado
para o sitio da lesdo. Em camundongos BALB/c, os neutréfilos sdo as células
predominantes nos primeiros 3 dias apos infec¢gdo, acompanhados de um discreto
infiltrado de eosinofilos (ANDRADE et al. 1984; BEIL et al. 1992). Apds analises
histopatoldgicas, observou-se a presenca de parasitos integros e destruidos no
interior de neutrofilos e também de eosindfilos, sugerindo a participacdo destas
células no controle inicial da infeccao (LIMA et al. 1998). Seguindo a internalizacéo
das leishmanias, estas seriam destruidas por mecanismos leishmanicidas, tais
como, a produgdo de reativos intermediarios do oxigénio e do nitrogénio (OLIVEIRA
et al. 1997 e 1998; WITKO-SARSAT et al. 2000). Entretanto, tem sido descrito que,
em camundongos suscetiveis, os neutréfilos ndo estao necessariamente envolvidos
na destruicdo dos parasitos, podendo funcionar como reservatérios para liberagao
tardia da Leishmania. AGA et al. (2002), demonstraram que a Leishmania interfere
no tempo de sobrevivéncia dos neutrofilos via mecanismo, envolvendo a inibigao da
ativagdo da caspase 3, enzima intimamente relacionada aos mecanismos
apoptoticos. A proporcdo de neutrofilos em infiltrados inflamatorios em BALB/c
passa de 90% no primeiro dia, para 50% do infiltrado celular ap6s 3 dias da
infeccdo, sendo persistente até o 8° dia da infeccao (BEIL et al. 1992). Neste
contexto, os autores sugerem que o neutréfilo promove um nicho de sobrevivéncia
inicial para a Leishmania. Com a chegada dos macréfagos ao foco inflamatério,
ocorre interagao destas células com os neutréfilos que tardiamente entram em
apoptose. Estes seriam, entdo, fagocitados, sem ativar mecanismos microbicidas, o
que poderia ser uma das formas de entrada silenciosa do parasito na célula alvo
(AGA et al. 2002). Quanto ao papel das células “Natural Killer” (NK) na infecgcéo
experimental por L. major, ainda existem controvérsias. SCHARTON-KERSTEN et
al. (1995 e 1997), descreveram que as células NK s&do fundamentais no

direcionamento da resposta Th1 na infeccdo por L. major, uma vez que esta
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populacao celular representa uma importante fonte de IFN-y. Além disso, eles
demonstraram que a ativagcdo dessas células, incluindo ativacdo de funcdes
citotoxicas, parece estar comprometida em camundongos suscetiveis.

Ao contrario das dificuldades em se caracterizar a resposta imune envolvida
na suscetibilidade, os mecanismos de resisténcia a infeccdo ja sdo bem
estabelecidos. Consistente com o conceito de resposta Th1 como mediadora de
protecdo, camundongos C57BL/6, geneticamente resistentes a infecgdo por L.
major, apresentam aumento nos niveis de citocinas fundamentais na ativacado de
funcdes efetoras e na diferenciacao de células Th1, tais como, IFN-y, TNF-a e IL-12
(SWIHART et al. 1995). Além disso, outros fatores somados ao microambiente de
citocinas, sao importantes. Os mecanismos de co-estimulagéo via CD40-CD40L, séao
essenciais para a producdo de IL-12 (CAMPBELL et al. 1996). E interessante que,
no modelo de resisténcia a infecgao, além das células T CD4*, também as células T
CD8" sao requeridas durante o controle primario da infecgcdo com L. major na pele
(BELKAID et al. 2002). Embora seja descrito que a principal fungcédo protetora das
células T CD8" é contribuir para a liberacao de IFN-y no sitio de infecgcado, esta
populacdo celular também esta envolvida na citélise das células infectadas
(TSAGOZIS et al. 2003).

Diferente do descrito para camundongos BALB/c, na infeccado em C57BL/6, as
células da resposta imune inata tém um importante papel como células efetoras por
reduzirem o0 numero de parasitos no sitio de inoculagdo e controlarem a
disseminagao sistémica inicial da Leishmania, protegendo o hospedeiro antes do
completo desenvolvimento da resposta imune especifica. O infiltrado neutrofilico
representa 60% das células presentes no sitio de infecg¢ao, caindo para 10% apos 3
dias. Em C57BL/6, os neutréfilos sdo mais eficientes na destruicado da Leishmania,
sendo o ambiente de citocinas, um dos fatores mais importantes para o
desenvolvimento eficaz de controle do parasitismo (TACCHINI-COTTIER et al.
2000). Os eosindfilos representam 15% do infiltrado inflamatério e a destruicdo da
Leishmania por estas células € dependente da ativacdo de mecanismos
leishmanicidas via IFN-y, IL-4 e IL-5 (BEIL et al. 1992; OLIVEIRA et al. 1997 e 1998;
WATANABE et al. 2004). Ja as células NK aparecem no sitio de infec¢cdo 24h apos
inoculacdo do parasito. As células NK sdo componentes da resposta imune inata e
tém sido associadas ao desenvolvimento de resposta imune Th1, especialmente
pela capacidade dessas células em produzir IFN-y, a qual pode otimizar a produgao
de IL-12 por APC e a expresséao de IL-12R por células T ativadas (SCHARTON et al.
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1993). Além disso, estas células exercem uma potente atividade citotdxica contra
células infectadas (MULLER et al. 2001).

Apesar da resposta imune na leishmaniose experimental ser extensivamente
estudada em modelos de infecgao por L. major, a natureza da imunidade na LV, que
€ diferente do modelo cutaneo em diversos aspectos, tem sido pouco explorada.
Entretanto, alguns estudos tém utilizado camundongos BALB/c como modelo para a
infeccao visceral causada por L. (L.) donovani. Embora estes camundongos sejam
considerados suscetiveis, apresentando doenga progressiva durante as duas
primeiras semanas apoOs infeccdo, ela é controlada pela resposta imune do
hospedeiro. Assim, o0 modelo de infecgdo em camundongo tem sido comparado aos
casos de infecgao oligossintomatica com progressao para cura descrita em humanos
sendo, entdo, considerado um modelo de estudo de resposta imune protetora ou de
resisténcia.

Varios estudos abordando a infecgao visceral em BALB/c, demonstraram que
no figado, ocorre multiplicagdo dos parasitos inicialmente nas células de Kupffer que
provavelmente ativam linfécitos T y0" e células NKT (CRISPE et al. 1996;
BENDELAC et al. 1997). Estas células seriam responsaveis pela rapida cinética de
producao de citocinas e quimiocinas essenciais para o recrutamento dos linfocitos T
af* ativados no baco e para formacdo do granuloma (COTTERELL et al. 1999;
ENGWERDA et al. 1996). As amastigotas crescem rapidamente nas primeiras duas
semanas de infecgéo, sendo que o pico de crescimento dos parasitos coincide com
a maior expressao das citocinas IL-4 e IL-10 (MIRALLES et al. 1994). A partir da
quarta semana, observa-se um declinio na carga parasitaria promovida pela agao da
resposta imune adquirida que favorece a destruicao eficiente dos parasitos. A morte
dos parasitos e o desenvolvimento de imunidade sdo dependentes da formacgao do
granuloma ao redor das células de Kupffer infectadas. O desenvolvimento do
granuloma requer ambos linfocitos T CD4" e CD8* em associagdo aos mondcitos
sanguineos, bem como as citocinas IL-12, IFN-y, TNF-a e IL-2 (MURRAY et al. 1992
e 1997), sendo a resisténcia hepatica diretamente relacionada a expresséo do gene
para NOS2 e a geragao de NO por macréfagos (MURRAY et al. 1999). Ja o papel
dos linfécitos B ou das imunoglobulinas na imunidade na LV nao foi ainda
suficientemente avaliado. Recentemente, SMELT et al. (2000) demonstraram que
camundongos deficientes de linfécitos B sdo altamente resistentes a infec¢éo por L.
(L.) donovani, e esta resisténcia esta associada a formagéo de granuloma maduro e

bem organizado neste 6rgéao.
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A medida que a carga parasitaria no figado diminui, ocorre um aumento no
baco, sendo a infecgdo hepatica resolvida em 8 a 12 semanas. No baco, observa-se
infeccao persistente e a expansao dos parasitos associa-se ao aumento da atividade
hematopoiética local, dirigida por fatores estimuladores de colénia (CSFs)
(COTTERELL et al. 2000). O bago entéo, torna-se o local de infecgdo crénica onde
ha destruicdo de muitas células dendriticas foliculares com concomitante perda dos
centros germinativos, associados a elevada infiltragcado de macréfagos parasitados
(SMELT et al. 1997). Observa-se prejuizo funcional de células dendriticas,
correlacionado com redugao da expressdo de MHC-II de superficie, diminuicido da
produgao de IL-12 e diminui¢do da capacidade destas células em ativar células T a
produzirem IFN-y. Também os macroéfagos da ZM (Zona Marginal) infectados podem
favorecer a desativacao de linfécitos T e, consequentemente, a sobrevivéncia dos
parasitos (KAYE et al. 1995; SAITO et al. 1998). Foi descrito que os macréfagos da
ZM secretam altos niveis de IL-10 e TGF-3 e baixos niveis de IL-12 e NO. Apds
duas semanas de infeccdo a producdo de IL-10 na ZM e de TGF-B na polpa
vermelha ¢é proeminente. A produgcdo dessas citocinas pode favorecer o
estabelecimento da infecgdo, uma vez que suprimem a resposta de IFN-y e a
ativacdo de mecanismos leishmanicidas de macrofagos (MELBY et al. 2001a).

Apesar das alteragbes imunopatolégicas observadas no bago dos
camundongos infectados, a partir da 8% semana da infecgéo, observa-se ativacao de
mecanismos reguladores, que induzem o controle na replicagcao da Leishmania. Este
controle associa-se ao aumento do numero de LT ativados, especialmente LT CD8",
produtores de IFN-y. Estas células, além de exercerem fungao citotdxica sobre as
células alvo, podem através da liberagao de IFN-y, promover ativagao “bystander” de
macrofagos que passam a apresentar atividade leishmanicida (TSAGOZIS et al.
2003). Dessa forma, o bacgo torna-se um local de infecgdo crénica, onde a carga
parasitaria residual pode ser mantida por toda a vida do animal.

Estudos avaliando o papel das células da resposta imune inata no controle da
infecgao visceral, assim como descrito para o modelo de infecgdo cutanea, tém sido
pouco explorados. ROUSSEAU et al. (2001), descrevem a presenga de neutroéfilos
no figado e no bago de camundongos infectados por L. (L.) infantum poucas horas
apos infeccdo. O papel dessas células no controle inicial da multiplicacdo das
leishmanias tem sido demonstrado utilizando-se modelos experimentais, nos quais
os neutrofilos foram eliminados. Os autores demonstraram que o bago seria 0 6rgao

mais comprometido pela auséncia dos neutréfilos (ROUSSEAU et al. (2001).
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Entretanto, a presenga de neutréfilos no granuloma hepatico, sugere que essas
células possam contribuir tanto no processo patolégico da inflamagdo, quanto no
controle dos parasitos. Dados recentes sugerem que um dos mecanismos pelos
quais os neutrofilos podem controlar a infec¢cdo por L. (L.) donovani &€ através da
producao de reativos intermediarios do oxigénio (RIO) que tém um importante papel
na destruicdo inicial do parasito e no recrutamento de fagdécitos mononucleares
(MURRAY et al. 1999). A producao dos RIO por neutrofilos é regulada por TNF-a, e
sabe-se que células produtoras de TNF-a sao recrutadas para o figado dentro de 3
dias apés infecgao por L. (L.) donovani (ENGWERDA et al. 1996). Ja o papel das
células NK é melhor caracterizado. Parece que estas células sao inicialmente
ativadas no bago, assim como os linfécitos T que migram para o figado, onde
participam dos mecanismos iniciais de regulagdo da infec¢do por serem importante
fonte de IFN-y.

Como descrito acima, o estudo da LV em camundongo, representa um bom
modelo para avaliagao de resposta imune protetora. No entanto, o melhor modelo
para o estudo da doenca progressiva € o hamster que apresenta infecgao sistémica
tanto com L. (L.) donovani quanto com L. (L.) chagasi. Estes animais desenvolvem
um quadro clinico-patolégico similar a LV classica em humanos, com
hepatoesplenomegalia, hipoalbuminemia, hipergamaglobulinemia e pancitopenia
(GIFAWESEN et al. 1989; PEARSON et al. 1990).

Hamsters infectados com promastigotas por via endovenosa, apresentam
aumento progressivo da carga parasitaria no bago, figado e medula 6ssea. Em
geral, observa-se expressdo de mRNA para citocinas dos tipos 1 e 2, tais como |IFN-
y, IL-2, IL-10 e TGF- no bacgo, figado e medula 6ssea, sendo a expressdo mais
proeminente no baco. Nao se observa aumento na expressdo de mRNA para IL-4
em resposta a infeccdo. Ja os niveis de expressdo de mRNA para TNF-a
apresentam um aumento de 50 vezes apds 28 dias da infecgao, sugerindo a
participagdo dessa citocina na progressao da doenca (MELBY et al. 2001b). Apesar
da doenga progressiva na LV experimental ocorrer na presengca de uma elevada
expressdao de mRNA para IFN-y, ndo se observa expressao de mRNA para NOS2 ou
para o NO ativo no figado e no bago dos hamsters infectados, o que indica a
auséncia de ativacdo de mecanismos leishmanicidas de macréfagos e
consequentemente da destruicao dos parasitos. Os altos niveis de expresséao de IL-
10 e TGF-B, citocinas conhecidas por suprimirem ativacdo de macrofagos e
expressdo de NOS2, sugerem a participacdo dessas citocinas na patogénese da
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infeccdo. Estas seriam responsaveis pela inibicdo da ativacdo de macrofagos
mediada por IFN-y (MELBY et al. 2001b). Estudos mostrando as origens celulares
envolvidas na produgdo dessas citocinas, incluindo células da imunidade inata e
adaptativa, e estudos dos mecanismos envolvidos na diferenciacdo de resposta
imune apresentado por estes animais, precisam ser mais explorados e melhor
compreendidos.

Em seres humanos, a LV é caracterizada como um protétipo de disfuncao
imunoldgica especifica. Os mecanismos imunolégicos envolvidos na infeccdo em
humanos e suas relagbes com as formas clinicas da doenga desenvolvidas apos
infecgcado, tém sido abordados por meio de avaliagbes do perfil imunofenotipico e de
producao de citocinas.

Imunologicamente, a forma clinica assintomatica tem sido caracterizada pela
presenca de resposta proliferativa e producdo de IFN-y em culturas de células
estimuladas com LSA (CARVALHO et al. 1992). Trabalhos utilizando estimulagao
com antigenos recombinantes, também tém demonstrado o aumento dos niveis de
IFN-y no sobrenadante das culturas (COSTA et al. 1999). Entretanto, CARVALHO et
al. (2003), demonstraram que a estimulacdo de PBMC de individuos assintomaticos
com uma proteina recombinante de L. (L.) infantum, a KMP-11Kda, embora nao
altere os niveis de IFN-y, induz aumento na producao de IL-10. Eles sugerem que o
desenvolvimento de uma resposta imune modulada seja importante para se obter
uma inibicao eficiente do estabelecimento da infecgao nestes individuos. MARY et al
(1999) avaliando o perfil de linfécitos T e de produgéo de citocinas de células em
individuos assintomaticos, infectados com L. (L.) infantum mostraram que apoés
estimulacéo inespecifica, cerca de 20 a 60% dos clones de LT, apresentavam
fendtipo CD8" produtores de IFN-y e IL-4. Observou-se também que os clones de LT
CD4" produziam IFN-y e IL-4. Por outro lado, estudos com células de individuos
infectados com L. (L.) chagasi, demonstraram que apds estimulagao inespecifica,
95% dos linfécitos T apresentavam fendétipo CD4* e produziam apenas altos niveis
de IFN-y (HOLADAY et al. 1993a).

Quanto a infeccdo ativa, tem-se demonstrado, que linfécitos de individuos
com LV classica nao proliferam in vitro na presenca de LSA. Além disso, citocinas
como IL-2, responsavel pela indu¢ao de resposta proliferativa de linfocitos, e 1L-12,
principal citocina envolvida na ativacao e diferenciacédo de linfécitos T e células NK

em células produtoras de IFN-y, fundamental na ativacdo de mecanismos
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leishmanicidas de macréfagos, ndo foram detectadas no sobrenadante de cultura de
PBMC de individuos com LV classica (CARVALHO et al. 1985, 1992 e 1994;
GHALIB et al. 1995; CILLARI et al. 1995). Em contraste, os niveis de IL-10 e
também em alguns casos de IL-4, encontraram-se elevados no sobrenadante de
culturas de PBMC, nao estimuladas e estimuladas com LSA (HOLADAY et al. 1993a
e 2000; RAZIUDDIN et al. 1994). Estas citocinas podem apresentar efeito sinérgico
na inibicdo da producdo de IFN-y e proliferacdo de linfocitos. Entretanto, a IL-4
sozinha nao teve efeito sobre o controle da resposta Th1 e da proliferacdo de
linfocitos observada na LV classica, uma vez que a adicao de anticorpos anti-IL-4 as
culturas, nado restaurou a resposta proliferativa ou a producdo de IFN-y nestes
individuos. Ja a adicdo de anti-IL-10, favoreceu o restabelecimento das fungdes
normais das células (CARVALHO et al. 1994). A IL-10 parece entéo, ser a principal
citocina envolvida na regulagdo da resposta imune efetora contra a infecgdo. O
principal mecanismo regulador envolvido seria o efeito desativador de macréfagos. A
IL-10 pode estar relacionada a inibicdo da producdo de IL-12, diminuicdo da
expressao de moléculas do complexo MHC-Il e de moléculas B7 envolvidas na co-
estimulacao celular, na superficie dos macrofagos. A IL-10 poderia ainda, favorecer
a diferenciacdo da resposta imune adquirida para um perfil tipo 2, a inibicdo da
proliferacdo de linfocitos e a inibicdo da producdo de IFN-y por estas células
(BOGDAN et al. 1991; FIORENTINO et al. 1991a e b; TAGA et al. 1992). Estudos
avaliando a frequéncia e o padrao de producao de citocinas por clones de linfécitos
T CD4" e CD8" estimulados com LSA, demonstraram que individuos com LV
classica apresentavam aumento na frequéncia de células T ativadas (LT HLA-DR?),
onde 90 a 100% das células T tinham fenétipo CD8" e seriam as células
responsaveis pelo aumento da IL-10 observado nesta forma clinica da LV (CENINI
et al. 1993; HOLADAY et al. 1993a e 2000).

Apesar da estimulagdo antigeno-especifica promover o direcionamento da
resposta imune para um perfil tipo 2, em culturas submetidas ao estimulo
inespecifico com PHA, tem-se observado aumento nos niveis de citocinas
inflamatdrias e reguladoras, como IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a e proliferagcao
linfocitaria (RAZIUDDIN et al. 1994). Além disso, num estudo de avaliagado do perfil
de citocinas intracelulares de PBMC de um individuo com LV classica, estimuladas
com PMA, foi descrita a presencga de linfocitos T CD4* co-expressando IFN-y e IL-10
(LAGLER et al. 2003).
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Apo6s a cura, observam-se a restauragao da resposta linfoproliferativa com
aumento significativo no numero de linfocitos T CD4" e CD8" (HAILU et al. 2005)
associado ao restabelecimento na produgdo de citocinas como IL-12, IL-2, IFN-y e
TNF-a em culturas de PBMC estimuladas com LSA (HOLADAY et al. 1993a;
CILLARI et al. 1995; BACELLAR et al. 2000). KEMP et al. (1999), demonstraram que
em PBMC de individuos curados submetidas a 6 dias de cultura na presencga de
antigenos de Leishmania donovani, e reestimulados com PMA, as principais células
produtoras de IFN-y ou IL-4 eram os LT CD4*. Além disso, eles observaram a
presenca de LT co-expressando IFN-y e IL-10, embora, cerca de 50% dos LT CD4"
tenham sido exclusivamente células IFN-y*, sugerindo o predominio de resposta
imune tipo 1 com a cura da LV classica. Acredita-se que 70% dos linfocitos T
produtores de citocinas apresentem fendtipo CD4* (HOLADAY et al. 1993a). O
estimulo antigeno-especifico ndo inibiu as fungdes celulares sugerindo que, apos a
cura, o individuo desenvolve um perfil de resposta imune protetor a re-infeccao.

A resposta imune humoral e o papel dos linfécitos B na LV humana tém sido
pouco estudados. E sabido que a LV classica é caracterizada pela ativacdo
policlonal de linfécitos B, seguida de producédo exacerbada de imunoglobulinas,
levando ao quadro de hipergamaglobulinemia e indugdo de formagdo de
imunocomplexos (GALVAO-CASTRO et al. 1984). Acredita-se que esta ativacdo
policlonal envolva principalmente LB produtores de auto-anticorpos (LOUZIR et al.
1994) e que a elevada produgao de anticorpos, ndo tenha papel preponderante no
curso da infecgdo, uma vez que anticorpos especificos ndo conferem protecao a
infeccdo. Observa-se a diminuicdo de LB ativados (LB CD19°CD23") e da
subpopulagao de LB 1 (LB CD19*CD5") no sangue periférico, sugerindo que essas
células estejam sendo sequestradas em 6rgaos linféides secundarios (LOUZIR et al.
1994; CENINI et al. 1993). Existem evidéncias de que células B humanas, de
camundongos e linhagens celulares de macréfagos incubadas in vitro com a forma
promastigota de L. (L) chagasi, apresentam uma diminuicdo seletiva na expressao
de CD23, enquanto outros marcadores de superficie de células B, como MHC classe
I, CD2 e IgM, permanecem inalterados. A diminuicdo de CD23 parece ser
dependente do numero de parasitos e requerer contato entre promastigotas e
células B. Assim, a L (L) chagasi promoveria modulagdo negativa e seletiva da
expressdo de CD23 em células B e em macréfagos (NOBEN NN et al. 1994). Por

outro lado, CENINI et al. (1993) observaram aumento no numero de linfocitos B
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CD23" imediatamente apos tratamento da LV e este aumento foi mantido a cerca de
cinco meses apos cura.

Apesar do grande numero de estudos relacionados a resposta imune
adaptativa na LV, pouco se conhece a respeito da participacdo das células da
resposta imune inata, especialmente dos PMN, no direcionamento da resposta
imune adaptativa e do curso da infecgdo. Estudos sobre o papel dos PMN na LV
humana limitam-se a avaliacdo das funcbes efetoras dessas células na destruicao
dos parasitos apds fagocitose, via ativagdo de mecanismos peroxidase-dependentes
(LAZZARIN et al. 1985; PEARSON et al. 1981 e 1987). Embora importante no
controle da disseminacao inicial do parasito, parece que durante a LV classica, a
funcao fagocitica dessas células esta diminuida devido a presenca de altos niveis de
imunocomplexos circulantes (CHANG 1981). Além disso, estudos indicam que o
parasito modula a expressdo de moléculas envolvidas direta ou indiretamente na
apresentacao de antigenos por PMN. REINER et al. (1987), descrevem que durante
a infecgao ativa por L. (L.) donovani ocorre diminuigdo na expressdao de moléculas
de MHC de classe | e Il por neutréfilos. Outra importante molécula envolvida na
infeccao por Leishmania € o CD28. Estudos desenvolvidos por VENUPRASAD et al.
(2002) em neutrdéfilos humanos do sangue periférico, demonstram que a interagao
com macrofagos infectados via CD28-CD80/CD86 resulta em indugao e secregao de
IFN-y que favoreceria o controle do crescimento de L. major nos macrofagos. Assim,
a expressao de CD28 em neutrdfilos esta associada a fungao anti-Leishmania, ou
seja, os neutrofilos apresentariam papel importante no direcionamento inicial das
funcgdes de macrofagos infectados.

Considerando o parasitismo intracelular obrigatério da Leishmania, é sabido
que esse parasito infecta, sobrevive e multiplica nos macrofagos. Ele apresenta
caracteristicas associadas ao escape e sobrevivéncia na célula do hospedeiro. Tem
sido descrito que as alteragdes funcionais estdo associadas a diminuicdo na
expressao de CD54 e HLA-DR (ALMEIDA et al. 2003) e aumento na expressao de
CD86 (ALMEIDA et al. 2003) por macréfagos infectados por L. (L.) chagasi. E sabido
que a infeccado leva a diminuicdo na secreg¢ao de IL-12. Também a producido de
TNF-a é alterada pela infeccdo (HO et al. 1992). Citocinas, em especial a IL-10,
exercem papel inibidor da produgao de IL-12 por macréfagos bem como da ativagao
de fungdes leishmanicidas dessas células, induzidas por IFN-y.

Ao se analisar as células NK, tém-se observado alteragdes no numero e

funcdo dessas células. Observa-se diminuicdo do elo entre células NK e células
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infectadas, e consequentemente, diminuicdo na capacidade de destruicdo, via
atividade litica, das células infectadas (CENINI et al. 1993; HARMS et al. 1991;
MANNA et al. 1993). MANNA et al. (1993) observaram que a perda de atividade
dessas células parece estar relacionada a auséncia de IL-2. Além disso, NYLEN et
al. (2003), demonstraram que apos ativagado antigeno-especifica, células NK de
individuos portadores de LV classica, ndo produzem IFN-y, contribuindo para o
desenvolvimento de uma resposta imune ineficaz e para o favorecimento do
crescimento do parasito.

Nesse contexto, observa-se ainda a necessidade de maiores investigacdes da
resposta imune na LV, para a identificagdo de variaveis-chave no processo de
categorizagdo dos individuos avaliados, considerando que além dos aspectos
inerentes ao parasito infectante, variaveis outras, como os aspectos clinicos dos
individuos, podem ter impacto diferencial no perfil de resposta imune observado. A
fim de contribuir para o entendimento dos mecanismos imunoldgicos associados a
LV humana, com énfase em células envolvidas na resposta imune inata e
adaptativa, propusemos para esse estudo: uma investigacdo detalhada de
caracteristicas imunofenotipicas de leucécitos do sangue periférico de individuos
portadores de LV e a avaliagdo do impacto da terapéutica etiolégica, nos parametros
fenotipicos celulares, através da anélise de leucdcitos do sangue periférico de

individuos curados.
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2- OBJETIVOS



Objetivos
2.1 - Objetivo Geral

Estudar as alteracdes fenotipicas em células da imunidade inata e adaptativa

associadas a infecgéo por Leishmania (L.) chagasi.

2.2 - Objetivos Especificos

1- Caracterizar aspectos fenotipicos de leucdcitos circulantes envolvidos na
imunidade inata de individuos assintomaticos e portadores de LV classica: énfase

em eosindfilos, neutréfilos, mondcitos e células NK;

2- Analisar aspectos fenotipicos de linfocitos circulantes envolvidos na imunidade
adaptativa de individuos assintomaticos e portadores de LV classica: énfase nas

subpopulagdes de linfocitos T e B;

3- Avaliar o balango entre os principais aspectos da imunidade inata e adaptativa de

individuos assintomaticos e portadores de LV classica;

4- Avaliar o impacto do tratamento etiologico eficaz em aspectos fenotipicos de
células granulociticas e mononucleares da imunidade inata em portadores de LV

classica;

5- Analisar o impacto do tratamento etioldgico eficaz em aspectos fenotipicos da

imunidade adaptativa de portadores de LV classica;

6- Avaliar o balanco entre os principais aspectos da imunidade inata e adaptativa

associados ao tratamento etiolégico da LV classica.
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Populagao e Metodologia

3.1- Caracterizagcao da populagao estudada

Neste estudo, foram utilizadas amostras de sangue periférico coletado em
EDTA, de individuos ndo infectados, portadores de LV assintomatica e curados apés
tratamento etioldgico para a LV, residentes em Porteirinha — MG, uma area
endémica para LV e individuos portadores da LV classica, residentes em Montes
Claros — MG e na regidao metropolitana de Belo Horizonte — MG.

O municipio de Porteirinha localiza-se na regido norte do Estado de Minas
Gerais, zona do Alto Médio S&o Francisco, a 640 km de Belo Horizonte. Deste
municipio, foram obtidas amostras de sangue de 67 individuos, avaliados e
selecionados pela Dra. Luciana de Almeida Silva em colaboragdo com funcionarios
da FUNASA. A avaliacao clinica consistiu de anamnese, exame fisico, e realizagao
de testes imunoldgicos (Intradermoreagdao de Montenegro — IDRM e Reacgado de
Imunofluorescéncia Indireta — RIFI).

O municipio de Montes Claros, também se localiza no norte de Minas Gerais.
Deste foi incluido um grupo de 9 individuos portadores da LV classica, atendidos e
avaliados no Hospital Universitario da Universidade Estadual de Montes Claros
(UNIMONTES), pelo Dr. Silvio Fernando Guimaraes Carvalho em colaboragdo com
a sua equipe. A avaliagao clinica destes individuos consistiu de anamnese, exame
fisico, e teste imunoldgico para LV através da RIFI.

Este estudo incluiu também um grupo de 9 individuos portadores de LV
classica, provenientes da regido metropolitana de Belo Horizonte, atendidos no
Centro de Referéncia para Tratamento de Leishmanioses do CPgRR, pela Dra. Ana
Rabello, no Centro Geral de Pediatria — FHEMIG, pela Dra. Rosangela Figueiredo e
no Hospital da Clinicas — UFMG, pela Dra. Teresa Ferrari. Em todas as institui¢coes,
a abordagem clinica e laboratorial consistiu de anamnese, exame fisico, pesquisa
direta de parasito (PDP) em puncédo de medula éssea e teste imunoldgico para LV
através da RIFI.

Os individuos incluidos neste estudo foram classificados com base nas
caracteristicas clinicas e laboratoriais, em quatro grupos (Tabela 1):

- LV classica (ACT): Individuos provenientes da cidade de Montes Claros e

da regiao metropolitana de Belo Horizonte, clinicamente caracterizados como

portadores de LV classica por apresentarem a triade caracteristica da LV, isto

e, febre, hepatoesplenomegalia e pancitopenia. Além disso, a positividade

soroldgica pela RIFlI em todos os individuos foi considerada como critério de
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inclusdo. O diagnostico confirmatério foi realizado na maioria dos individuos
pela constatagdao da presenca de formas amastigotas do parasito, através da
analise de esfregagos de puncao de medula 6ssea em microscopia otica. Em
alguns casos, a doenga foi confirmada pelo acompanhamento da resposta
terapéutica ao antiménio pentavalente. Em geral, quando se trata realmente
de LV, o paciente apresenta melhora de estado geral rapidamente apds o
estabelecimento de terapéutica etioldgica especifica.

- Assintomaticos (AS): Individuos provenientes de Porteirinha, sem nenhum
sinal ou sintoma clinico e sem histéria prévia de LV classica. Todos
apresentaram sorologia positiva para LV através da RIFI e em 54% dos casos
foi constatada a positividade na IDRM.

- Curados (CUR): Individuos provenientes de Porteirinha que, em média ha
quatro anos atras, apresentaram diagnostico clinico, sorolégico e
parasitolégico para LV e foram considerados curados apds quimioterapia
especifica. Todos estes individuos apresentaram conversao da IDRM apés
quimioterapia, embora 56% deles, permanecessem com sorologia residual
para a LV através da RIFI.

Além desses grupos, foi incluido um grupo controle de individuos residentes

na area endémica de Porteirinha e caracterizados como:

- Nao Infectados (NI): Individuos sadios, sem nenhum sinal ou sintoma
clinico e que nao apresentaram relatos de infeccdo prévia por Leishmania.
Todos apresentaram sorologia negativa para LV pela RIFI e resultados

negativos na IDRM.
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Tabela 1- Caracteristicas da populagao estudada

Mediana de Testes Imunolégicos Nudmero de Individuos

Grupo Idades
RIFI IDRM PDP Homens Mulheres Total
(variacao)
11
Nao Infectado (NI) - - NR 13 9 22
(6 —60)
LV Classica (ACT 8,5
+ NR +/NR 12 6 18
— Active Infection) (1-67)
Assintomatico 33
+ +/- NR 10 12 22
(AS) (7-74)
23
Curado (CUR) -+ + NR 10 13 23

(3-49)

(-) Nao reagente; (+) Reagente; (NR) Nao Realizado.

Cabe ressaltar, que embora diferentes aspectos demograficos possam
apresentar-se como variaveis de confusao em estudos de populagées humanas, no
caso especifico da LV, contemplar tais interferéncias representa um desafio
rotineiro. Considerando a natureza aguda e o elevado grau de morbidade da
infeccdo, a necessidade de intervengao terapéutica imediata, inviabilizou a incluséao
de inumeros individuos em nosso estudo. Dessa forma, tornou-se necessaria a
busca ativa de casos de LV numa ampla faixa de distribuicdo geogréfica a fim de
alcancar um numero minimo de individuos para avaliagdes imunoldgicas aceitaveis
pela comunidade cientifica.

Este estudo cumpriu com as disposi¢des da resolugao 196/96, do Conselho
Nacional de Saude, que regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos, tendo
sido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz —
FIOCRUZ (Protocolo 0070/99 — Anexo). Os individuos foram esclarecidos quanto ao
estudo e, aqueles que concordaram em participar, assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido para Pacientes Voluntarios (Anexo).

3.2- Avaliacao hematologica

A avaliagdo hematologica consistiu na realizagdo do hemograma para
contagem global e diferencial de leucécitos, incluindo neutrofilos, eosindfilos,
monocitos e linfocitos. Essas avaliagdes foram realizadas no Laboratério de Doenca
de Chagas do CPgRR, Belo Horizonte. Para realizacdo do procedimento, amostras

de sangue periférico foram coletadas em tubos de 5 mL contendo anticoagulante
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EDTA (BD Vacutainer) e os parametros hematolégicos avaliados em contador

hematoldgico eletrénico de células (Coulter MD18, E.U.A.).

3.3- Avaliagao imunofenotipica dos leucécitos do sangue periférico por

citometria de fluxo

Os ensaios de imunofenotipagem dos leucdcitos do sangue periférico foram
realizados segundo o protocolo proposto pelo fabricante Becton Dickinson,
modificado conforme descrito a seguir:

Aliquotas de 100 pL de sangue periférico, coletados em EDTA foram
transferidas para tubos de poliestireno 12 x 75 cm (Falcon) contendo 5 yL do
anticorpo monoclonal especifico para o marcador de superficie celular de interesse,
conjugado com fluorocromos distintos (Tabela 2). As combinagcbes de anticorpos
monoclonais foram estabelecidas em fungao dos fendtipos de interesse e incluiram:
IgG1-FITC/IgG1-PE; CD4-FITC/CD3-PE; CD8-FITC/CD3-PE; CD16-FITC/CD3-PE;
CD19-FITC/CD3-PE;  CD4-FITC/HLA-DR-PE;  CDS8-FITC/HLA-DR-PE;  CD4-
FITC/CD28-PE; CD4-FITC/CD25-PE; CD5-FITC/CD19-PE; CD19-FITC/CD23-PE;
CD14-FITC/CD86-PE; CD19-FITC/CD86-PE. Apdés homogeneizagdao em vortex, a
mistura reacional foi incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Posteriormente, as amostras foram submetidas a lise dos eritrocitos,
utilizando 2mL de solugdo de lise comercial (FACS™ Lysing Solution — Becton
Dickinson). As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram submetidas a centrifugacao
a 400 x g por 10 minutos a 18°C. O sobrenadante foi descartado, as amostras
lavadas com 2 mL de PBS (0,0015M pH 7,4), sendo novamente submetidas as
mesmas condi¢gdes de centrifugagdo. Por fim, as amostras foram fixadas com 200 pL
de solugéo fixadora — MFF (10g/L de paraformaldeido, 1% de cacodilato de sédio,
6,67 g/L de cloreto de sddio, pH 7,2). A analise dos parametros morfométricos e
imunofenotipicos das células presentes em cada tubo foi determinada com o auxilio
de um citbmetro de fluxo (FACScan — Becton Dickinson), utilizando o programa
CELLQuest™ para aquisicdo e andlise dos dados. Para cada imunofenotipagem,
foram coletadas informacdes relativas aos aspectos morfométricos de tamanho e
granulosidade, bem como aspectos imunofenotipicos de 20.000 eventos. As
informagdes foram armazenadas em arquivos com extensdo FCS, empregando a

modalidade de arquivamento de resolugdo de 1024 canais e na modalidade “List
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Mode” para posterior geragdo dos dados, empregando diferentes estratégias de

analise.

Tabela 2- Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para

analise de populacoes e subpopulagées celulares e moléculas de superficie

Anticorpos Fluorocromo Células Alvo
Anti-lgG1 FITC, PE Controle Isotipico
Anti-CD3 PE Linfécitos T
Anti-CD4 FITC Linfocitos T auxiliares
Anti-CD5 FITC Linfocitos B1
Anti-CD8 FITC Linfécitos T citotoxicos
Anti-CD14 FITC Monécitos
Células NK, Neutrofilos,
Anti-CD16 FITC
Monécitos
Anti-CD19 FITC, PE Linfoécitos B
Eosindfilos, Neutrdfilos,
Anti-CD23 PE

Mondcitos, Linfécitos B
Anti-CD25 PE Linfécitos T
Eosindfilos, Neutrdfilos,

Anti-CD28 PE
Mondcitos, Linfocitos T
Eosindfilos, Neutrdfilos,
Anti-CD86 PE
Mondcitos, Linfécitos B
Eosindfilos, Neutrdfilos,
Anti-HLA-DR PE

Mondcitos, LinfocitosT e B

3.4- Estratégias de analise imunofenotipica celular por citometria de fluxo

Os dados obtidos através da imunofenotipagem dos leucécitos do sangue
periférico dos individuos nao-infectados (NI), portadores de LV assintomatica (AS),
portadores de LV classica (ACT) e curados (CUR) foram analisados utilizando-se de
estratégias especificas dependendo do fendtipo celular de interesse.

Assim, foram abordados os seguintes topicos de investigagao:

Aspectos da Imunidade Inata:

- Aspectos fenotipicos de eosindfilos circulantes:

* Frequéncia da expressao do marcador HLA-DR

e Frequéncia da expressao do marcador CD23
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Frequéncia da expressao do marcador CD28

Freqléncia da expressdo do marcador CD86

- Aspectos fenotipicos de neutréfilos circulantes:

Frequéncia da expressdo do marcador HLA-DR
Freqléncia da expressdo do marcador CD23
Freqléncia da expressdo do marcador CD28

FreqUéncia da expressdo do marcador CD86

- Aspectos fenotipicos de mondcitos circulantes:

L]

Densidade de expressao de HLA-DR
Frequéncia de mondcitos pro-inflamatorios (HLA-DR™)

Freqléncia da expressdo do marcador CD23

- Aspectos fenotipicos de células Natural Killer (NK) circulantes:

Frequéncia de células NK (CD3CD16%)

Aspectos da Imunidade Adaptativa:

- Aspectos fenotipicos de linfécitos T circulantes:

L]

Frequéncia de subpopulagdes de linfocitos T (CD4" e CD8")
Frequéncia de subpopulagdes de linfécitos T ativados (HLA-DR™)
Frequéncia da expressado de CD28 (CD4* CD28%)

Freqiéncia de células T reguladoras (CD4*CD25"'°H)

- Aspectos fenotipicos de linfécitos B circulantes:

Frequéncia de linfécitos B (CD3'CD197)

Frequéncia de subpopulagdes de linfécitos B (B2 - CD5 e B1 - CD5")
Densidade de expressado de HLA-DR

Frequéncia de linfécitos B ativados (CD19°CD23%)

Densidade de expressao de CD86
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Balango da resposta imune na LV:

- Razdo entre o percentual de mondcitos pré-inflamatérios e linfécitos T CD8
ativados (CD8"HLA-DR")

- Razéo entre o percentual de mondcitos pro-inflamatdrios e linfécitos B ativados
(CD19"CD23%)

- Razao entre o percentual de mondcitos pro-inflamatérios e células T reguladoras
(CD4*CD25"'¢H)

- Razéo entre o percentual de linfécitos T ativados (CD4"HLA-DR* e CD8"HLA-DR™)
- Razdo entre o percentual de linfécitos T ativados e células T reguladoras
(CD4*CD25'¢")

- Razédo entre o percentual de linfocitos T ativados e linfocitos B ativados
(CD19"CD23%)

Empregando os recursos multiplos de analise de dados disponiveis no
programa CellQuest™, foram adotadas diferentes estratégias para andlise fenotipica
de células envolvidas na imunidade inata e adaptativa, baseada em 11 modalidades
disponiveis, denominadas aqui em funcdo do fendtipo celular de interesse como

descrito a seguir:

3.4.1- Estratégia de analise de eosinoéfilos HLA-DR*, CD23*, CD28" e CD86"

As analises de eosindfilos HLA-DR*, CD23*, CD28" e CD86" foram feitas
conforme descrito a seguir: a selegcado da regido de interesse (R1) foi baseada em
aspectos morfométricos em graficos de distribuicdo puntual de tamanho (FSC)
versus granulosidade (SSC), para a identificagdo da populagao de eosindéfilos como
células FSCmemedisioggCHigh -~ A pureza da populagdo de eosindfilos foi garantida
através da incluséo seletiva de células autofluorescentes selecionadas em graficos
de distribuicdo puntual de FL1 (CD19°FITC ou CD4FITC) versus fluorescéncia néao
relacionada (FL3). Em seguida foram construidos graficos de tamanho (FSC) versus
FL2/HLA-DR, FL2/CD23, FL2/CD28 e FL2/CD86 para determinagao do percentual
de células HLA-DR*, CD23", CD28" e CD86" dentro da populacdo de eosindfilos

previamente selecionada em R1 (Figura 1).
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Figura 1: Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de eosindfilos HLA-
DR*, CD23*, CD28"e CD86" no sangue periférico.

(A) Grafico de distribuigao puntual FSC versus SSC utilizado para a sele¢do da populagao celular de
interesse - R1, com fenotipo FSCMemedéieggCHish (B, C, D e E) Gréficos de distribuigdo puntual FSC
versus FL2/HLA-DR (B) FL2/CD23 (C), FL2/CD28 (D) e FL2/CD86 (E), contendo as células
selecionadas na regido R1, empregados para quantificar o percentual de eosindfilos HLA-DR®,
CD23*, CD28" e CD86".

3.4.2- Estratégia de analise de neutréfilos HLA-DR* e CD28*

As analises de neutrdfilos HLA-DR* e CD28" foram feitas conforme descrito a

seguir: a selecdo da regido de interesse (R1) foi baseada em aspectos
imunofenotipicos e morfométricos em graficos de distribuicdo puntual de FL1/CD4
versus granulosidade (SSC), para a identificacdo da populagdo de neutrofilos como
células CD4'SSC"" minimizando assim a contaminagdo da regido selecionada por
monadcitos e eosindfilos. Em seguida foram construidos graficos de FL1/CD4 versus
FL2/ HLA-DR e FL2/CD28 para determinar o percentual de células HLA-DR" e
CD28" dentro da populagéo de neutrofilos previamente selecionada em R1 (Figura

2).
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Figura 2: Seqliéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de neutrofilos HLA-
DR* e CD28" no sangue periférico.

(A) Grafico de distribuicdo puntual FSC versus SSC utilizado para a selecao da populagao celular de
interesse - R1 com fendtipo CD4'SSCHe". (B e C) Graficos de distribuicdo puntual FL1/CD4 versus
FL2/HLA-DR (B) e FL1/CD4 versus FL2/CD28 (C), contendo as células selecionadas na regido R1,
empregados para quantificar o percentual de neutréfilos HLA-DR* e CD28".

3.4.3- Estratégia de analise de neutréfilos CD23*

A analise de neutrofilos CD23" foi feita conforme descrito a seguir: a selegéao
da regiao de interesse (R1) foi baseada em aspectos morfométricos em graficos de
distribuicdo puntual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC), para a
identificacdo da populagdo de neutrdfilos definidos através do fendtipo
FSCinemediaiogCHish - Em seguida, foram construidos graficos de tamanho (FSC)
versus FL2/CD23 para quantificar o percentual de células CD23" dentro da

populagao de neutrdfilos previamente selecionada em R1(Figura 3).
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Figura 3: Seqiéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de neutréfilos CD23*
no sangue periférico.
(A) Grafico de distribuicdo puntual FSC versus SSC utilizado para a selecao da populagao celular de
interesse - R1, com o fendtipo FSCMemedéieggCHisn (B) Gréfico de distribuigdo puntual FSC versus
FL2/CD23, contendo as células selecionadas na regido R1, empregado para quantificar o percentual
de neutrdfilos CD23".

3.4.4- Estratégia de analise de neutréfilos CD86"

A analise de neutréfilos CD86" foi realizada conforme descrito a seguir: a
selecdo da regido de interesse (R1) foi baseada em aspectos imunofenotipicos e
morfométricos em graficos de distribuigdo puntual de FL1/CD14 versus
granulosidade (SSC), para a identificagdo da populagédo de neutréfilos como células
CD14*%*SSCH9"  minimizando assim a contaminagdo da regido selecionada por
mondcitos. Em seguida foram construidos graficos de FL1/CD14 versus FL2/CD86
para determinar o percentual de células CD86" dentro da populagdo de neutrdéfilos

previamente selecionada em R1 (Figura 4).
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Figura 4: Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de neutréfilos CD86*
no sangue periférico.

(A) Grafico de distribuicdo puntual FL1/CD4 versus SSC utilizado para a sele¢ao da populagao celular
de interesse - R1, com o fendtipo CD14***SSC"e". (B) Grafico de distribuigdo puntual FL1/CD4
versus FL2/CD86, contendo as células selecionadas na regido R1, empregado para quantificar o
percentual de neutréfilos CD86".

3.4.5- Estratégia de analise de mondcitos pré-inflamatérios (HLA-DR™)

A analise de mondcitos pro-inflamatérios (HLA-DR™) foi feita segundo
protocolo proposto por BELGE et al. (2002), modificado conforme descrito a seguir:
inicialmente foi delimitada a regido de interesse (R1), baseando-se em aspectos
imunofenotipicos e morfométricos em graficos de distribuicdo puntual de FL1/CD4
versus granulosidade (SSC) para a identificacdo da populagdo de mondcitos como
células CD4v*SSC'nemediaric  Em seguida, foram construidos graficos de tamanho
(FSC) versus FL2/HLA-DR para quantificar o percentual de células HLA-DR™ dentro
da populagédo de mondécitos previamente selecionada em R1 (Figura 5). O limiar de
expressao de HLA-DR™ foi estabelecido em fungao do perfil de expressdo de HLA-

DR por linfocitos.

52



Populagao e Metodologia

A B
(=1 -
g =
2
o ﬂE_
|
o |
2 os ]
[ |-
° x
3 = j ’_E—
6 L =
II:I""""I1'"""12'""'"IE"""'q E TTTTT T T T T T T T T T T T T T T T T
1M n 1n 10 10 1 200 400 &0 200 1000
FL1/CD4 —mM8M8M8M8M8M8M8M8> Tamanho (FSC) —8 >

Figura 5: Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de mondcitos pro-
inflamatérios (HLA-DR*™) no sangue periférico.

(A) Grafico de distribuicdo puntual FL1/CD4 versus SSC utilizado para a sele¢ao da populagao celular
de interesse - R1, com o fenotipo CD4"°**SSCemedire (B) Grafico de distribuigdo puntual FSC versus
FL2/HLA-DR, contendo as células selecionadas na regido R1, empregado para quantificar o
percentual de mondcitos pro-inflamatorios.

3.4.6- Andlise da densidade de expressio de HLA-DR em mondcitos e

expressao de CD86 em linfécitos B

A expressdo da molécula HLA-DR e CD86 na populagdo de mondcitos e
linfocitos B respectivamente, foi determinada através da analise semi-quantitativa
por intensidade média de fluorescéncia (IMF) conforme descrito a seguir: a selegao
da regido R1, em graficos de distribuicdo puntual de FL1 (CD4-FITC e CD19-FITC)
versus granulosidade (SSC) foi baseada em aspectos imunofenotipicos e
morfométricos da populagao celular de interesse — mondécitos apresentado-se como
CD4tovrggClinermedirio g |infocitos B com fendtipo CD19*SSCH". Em seguida, foram
construidos histogramas unidimensionais de intensidade de fluorescéncia FL2/HLA-
DR ou FL2/CD86 a fim de determinar a intensidade média de fluorescéncia da
expressdao do HLA-DR ou CD86 pela populagcdo de mondcitos ou linfocitos B

previamente selecionada em R1 (Figura 6).
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Figura 6: Sequéncia de procedimentos utilizados para avaliar a expressdo das moléculas HLA-DR e
CD86 em mondcitos e linfécitos B no sangue periférico, respectivamente.

(A e B) Graficos de distribuicdo puntual FL1 versus SSC utilizados para a selegao da populagao
celular de mondcitos (A0 e linfocitos B (B) em R1, considerando-se os fenotipos CD4o%*SSCntermediario
e CD19*'SSC™. (C e D) Histogramas unidimensionais de fluorescéncia FL2/HLA-DR (C) e FL2/CD86
(D), contendo as células selecionadas nas regides R1, utilizados para determinar a intensidade média
de fluorescéncia (IMF) da expressao de HLA-DR por mondcitos e CD86 por linfécitos B.

3.4.7 - Estratégia de analise de monécitos CD23*

A analise de mondcitos CD23" foi feita conforme descrito a seguir: a selegao
da regiao de interesse (R1) foi baseada em aspectos morfométricos em graficos de
distribuicdo puntual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC), para a
identificagdo da populagdo de mondcitos, com fendtipo FSCMermedisie GG Gintermediario  Fm
seguida foram construidos graficos de tamanho (FSC) versus FL2/CD23 para
quantificar o percentual de células CD23" dentro da populagdo de mondcitos

previamente selecionada em R1 (Figura 7).
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Figura 7: Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de monécitos CD23*
no sangue periférico.

(A) Grafico de distribuicdo puntual FSC versus SSC utilizado para a selecao da populagao celular de
interesse - R1, considerando-se os fenotipos FSCemedisioggCintermediario - (B) Grafico de distribuigio
puntual FSC versus FL2/CD23, contendo as células selecionadas na regido R1, empregado para
quantificar o percentual de mondcitos CD23".

3.4.8- Estratégia de analise de linfocitos T (CD3"), linfécitos B (CD19%), células
NK e das subpopulagdes de linfécitos T CD4* (HLA-DR* e CD28%) e CD8" (HLA-
DR") e linfécitos B (CD5", CD5" e CD23%)

As analises das frequiéncias de linfécitos T CD4* (HLA-DR* e CD28%) e TCD8*
(HLA-DR"), linfécitos B, CD19* (CD5", CD5" e CD23") e células NK foram realizadas
utilizando-se da estratégia de analise convencional. Esse tipo de analise consistiu na
selecdo da populagao celular de interesse, baseada em aspectos morfométricos,
através de graficos de distribuicdo puntual de tamanho (FSC) versus granulosidade
(SSC). Apds a selecdo da regidao de interesse (R1) contendo células de fendtipo
FSC"SSC"", o percentual de subpopulagbes celulares fluorescentes, dentro da
populacao selecionada, foi obtido em graficos bidimensionais de distribuicdo puntual

de fluorescéncia, como exemplificado nas figuras 8, 9 e 10.
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Figura 8: Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de linfocitos T CD4%,
linfécitos T CD4"HLA-DR™ e linfécitos T CD4*CD28%, no sangue periférico.

(A) Grafico de distribuicdo puntual FSC versus SSC utilizado para a selecao da populagao celular de
interesse - R1, com fenotipo FSC“SSC'*. (B, C e D) Graficos de distribuigdo puntual FL1/CD4
versus FL2/CD3 (B), FL1/CD4 versus FL2/HLA-DR (C) e FL1/CD4 versus FL2/CD28 (D), contendo as
células selecionadas na regiao R1, empregados para quantificar o percentual das subpopula¢des de
linfécitos T.
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Figura 9: Seqiéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de subpopulagbes de
linfécitos B CD5* ou CD5 e CD23" no sangue periférico.

(A) Grafico de distribuicdo puntual FSC versus SSC utilizado para a selecao da populagao celular de
interesse - R1, com fendtipo FSC*"SSC". (B e C) Graficos de distribuigdo puntual FL1/CD5 versus
FL2/CD19 (B) e FL1/CD19 versus FL2/CD23 (C), contendo as células selecionadas na regido R1,
empregados para quantificar o percentual das subpopulagdes de linfocitos B.

A B

. .46,80%|0,36%
22,46%|30,39%

1000

200
Pl

FL2/CD3 ——MmM»

Granulosidade (SSC)—
B0
1

L e e e e e I N e e 2o . T - T
0 200 40 &0O SO0 1000 100 10! ne 1n? 10
Tamanho (FSC) — 8 > FL1/CD16 ———»

Figura 10: Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar o percentual de células NK no
sangue periférico.

(A) Grafico de distribuicdo puntual FSC versus SSC utilizado para a selegcao da populagao celular de
interesse - R1, com fenétipo FSC'“SSC'*. (B) Grafico de distribuicdo puntual FL1/CD16 versus
FL2/CD3, contendo as células selecionadas na regido R1, empregado para quantificar o percentual
de células NK.
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3.4.9- Estratégia de analise de células T reguladoras

A analise de células T reguladoras foi realizada segundo proposto por
BAECHER-ALLAN et. al (2001). A figura 11 ilustra a sequéncia de procedimentos
para a andlise de células T reguladoras com fendtipo CD4*CD25"". A selegdo da
regidao R1, em graficos de distribuicdo puntual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC) foi baseada em aspectos morfométricos da populagao celular
de interesse — linfocitos apresentando-se como FSC-“SSC'* (Figura 11A). Em
seguida, foram construidos graficos de FL1/CD4 versus FL2/CD25 permitindo a
identificagdo de 3 subpopulagdes:CD4*'CD25 (R2), CD4'CD25*°" (R3) e
CD4*CD25"'°" (R4). A fragéo celular confinada em R4 apresenta o valor percentual

de células T reguladoras na populagao de linfocitos totais (Figura 11B).
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Figura 11: Sequéncia de procedimentos utilizados para as andlises dos percentuais de células T
reguladoras (CD4*CD25"'°") por citometria de fluxo.

(A) Grafico de distribuicdo puntual FSC versus SSC utilizado pra a selecdo da populagdo de
interesse, nesse caso linfécitos pequenos - R1, com fendtipo FSC-*SSC™*. (B) Grafico de
distribuicdo puntual FL1/CD4 versus FL2/CD25 utilizado para quantificar o percentual de células T
reguladoras (CD4*CD25"¢"), confinadas em R4.

3.4.10- Analise da densidade de expressao de HLA-DR em linfécitos B

A expressao da molécula HLA-DR na populagédo de linfécitos B foi
determinada através da analise semi-quantitativa por intensidade média de
fluorescéncia (IMF), seguida por célculos adicionais como descrito a seguir:
Inicialmente, a seleg¢ao da regiao R1 em graficos de distribuicdo puntual de tamanho
(FSC) versus granulosidade (SSC) foi baseada em aspectos morfométricos da

populacao celular de interesse — linfocitos apresentando-se como FSC**SSC-". Em
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seguida foram construidos graficos de distribuigcdo puntual de fluorescéncia FL1/CD4
ou FL1/CD8 versus FL2/HLA-DR, contendo as células selecionadas em R1.
Posteriormente, foram selecionadas as células CD4'HLA-DR"" (R2) ou CD8" HLA-
DR"9" (R3). Numa etapa final, a intensidade média de fluorescéncia da expressao de
HLA-DR pela populagdo de linfécitos B foi determinada como a média da

intensidade de fluorescéncia de HLA-DR expressa por células CD4 e CDS8".
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Figura 12: Sequéncia de procedimentos utilizados para quantificar a expressdo da molécula HLA-DR
na populagao de linfécitos B no sangue periférico.

(A) Grafico de distribuicdo puntual FSC versus SSC utilizado para a selegdo da populagéo de
interesse, nesse caso linfocitos pequenos - R1, com fenédtipo FSC**SSC'*. (B e C) Graficos de
distribuicdo puntual FL1/CD4 versus FL2/HLA-DR (B) e FL1/CD8 versus FL2/HLA-DR (C) contendo
células selecionadas na regido R1, utilizados para quantificar a expressdo de HLA-DR em linfocitos B
como a média da intensidade de fluorescéncia de HLA-DR expressa por células CD4 e CD8".
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3.5- Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software GraphPad
Prism 3.0.3 (San Diego CA). Todos os resultados desse estudo assumiram
distribuicdo ndo paramétrica, ou seja, dados que apresentavam um comportamento
nao gaussiano, ou distribuigdo ndo-normal. Assim, primeiramente, o teste ANOVA
Kruskal-Wallis foi aplicado, seguido pelo teste de comparag¢des multiplas Dunn’s. As
diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05. Todo o procedimento
de analise estatistica dos dados foi realizado sob a supervisdo e orientagdo da

Bioestatistica Ana Carolina Lustosa Lima, consultora de estatistica do CPgRR.
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Estudo de alteragbes fenotipicas em células da imunidade inata e adaptativa na
infecgéo por Leishmania (L.) chagasi

4- RESULTADOS



Resultados

Nesse trabalho os resultados foram expresssos sob trés formas distintas:
percentual de células e numero absoluto de células expressando um determinado
marcador fenotipico (células positivas/mm® de sangue) além da densidade de
expressdo de um determinado marcador fenotipico numa dada populagdo celular
(intensidade média de fluorescéncia — IMF).

As analises em percentual e valor absoluto foram empregadas para
quantificar fenotipos celulares que apresentam distribuicdo bimodal, ou seja,
populagdes positivas e populagdes negativas para o referido marcador fenotipico.
Para a abordagem em valor absoluto, foi necessario considerarmos a frequéncia
percentual da subpopulagao celular expressando o marcador fenotipico de interesse
para os calculos adicionais. O produto desse valor pelo numero absoluto da

populagao celular de interesse foi calculado segundo a férmula abaixo:

Células positivas/mm® de sangue = % de células positivas x valor absoluto da subpopulacéo celular
100

O numero absoluto da populagao celular de interesse foi determinado através
da analise do perfil hematolégico de leucécitos circulantes. Esta abordagem nos
permitiu também investigar uma possivel alteragao inicial na propria composig¢ao dos
leucdcitos presentes no sangue periférico nas diferentes formas clinicas da LV.

Como demonstrado na Tabela 3, individuos com a forma classica (ACT) da
infeccao por L. (L.) chagasi, apresentaram quadro de leucopenia, onde foi possivel
observar diminuigdo, estatisticamente significativa (p<0,05), do numero absoluto de
leucdcitos totais e suas subpopulagbes, neutréfilos, eosindfilos, mondcitos e
linfécitos circulantes deste grupo quando comparado aos grupos nao-infectados (NI),

assintomaticos (AS) e curados (CUR).
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Resultados
Tabela 3- Perfil hematolégico dos leucécitos do sangue periférico de
individuos NI, AS, ACT e CUR*

Populagcdao Nao-Infectados Assintomaticos LV Classica Curados
Celular (NI) (ACT) (CUR)
Leucécitos 7.000+£1.388 6.400+1.470 3.202%’61 142 7.200+1.425
Neutrofilos 2.449+1.164 2.563+967 1.326117,02 abc  2.784+1.093
Eosindfilos 2711231 135+137 52+49 abc 2284162
Mondcitos 258189 257115 80+88 2b° 4001207
Linfécitos 3.361+1.451 3.108+1.188 1.782+920 @P°  3.808+1.074

* Os resultados foram expressos como a mediana do numero de células/mm?® de sangue periférico +
desvio padrdo. As letras a, b e ¢ representam as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) em

relagéo aos individuos NI, AS e CUR respectivamente.

Numa outra abordagem, foi utilizada analise semi-quantitativa da expresséo
de marcadores fenotipicos que possuem distribuigdo unimodal, ou seja, embora toda
a populagao celular de interesse expresse constitutivamente o referido marcador
fenotipico, a densidade de expressao pode variar caracterizando o deslocamento da
populagao celular ao longo do eixo da intensidade de fluorescéncia. Nesse caso, 0s
resultados foram expressos como média da intensidade de fluorescéncia obtida em

escala logaritmica variando de 1 a 10.000.
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I- Aspectos imunofenotipicos associados a infec¢cao por L. (L.) chagasi

4.1- Caracterizagcao de aspectos fenotipicos de células envolvidas na
IMUNIDADE INATA de individuos assintomaticos e portadores de LV classica:

énfase em eosinofilos, neutrofilos, monocitos e células NK

4.1.1- Aspectos fenotipicos de eosinéfilos circulantes

4.1.1.1 - Freqiiéncia de eosindfilos HLA-DR®*, CD23*,CD28" e CD86"

A figura 13 mostra os resultados da freqliéncia de eosindfilos HLA-DR?,
CD23*, CD28" e CD86" do sangue periférico de individuos nao-infectados (NI),
portadores de LV assintomatica (AS) e portadores de LV classica (ACT).

A analise dos dados demonstrou que o grupo ACT apresenta frequéncia de
eosinodfilos HLA-DR® significativamente menor (figura 13A) do que os grupos NI e AS
(NI=16,88/mm?; AS=17,75/mm?; ACT=4,23/mm?).

Como demonstrado na figura 13B, a analise dos dados revelou que o grupo
ACT apresenta menor frequiéncia de eosindfilos CD23" quando comparado aos
grupos NI e AS (NI=14,60/mm3; AS=11,64/mm?3; ACT=2,37/mm?).

Observa-se também menor freqiéncia de eosindfilos CD28* (figura 13C) no
grupo ACT em relagdo aos grupos NI e AS (NI=25,35/mm? AS=21,09/mm?;
ACT=5,86/mm?).

Na figura 13D a analise dos dados revelou que o grupo ACT apresenta menor
freqiiéncia de eosindfilos CD86" em relagdo aos grupos NI e AS (NI=22,11/mm?;
AS=19,76/mm? ACT=2,87/mm?%).

Quanto aos resultados obtidos em valores percentuais, a analise dos dados
revelou que o grupo ACT apresenta um menor percentual de eosindfilos HLA-DR?,
CD23" e CD86" em relagdo ao grupo AS (Figura 13A, B e D, respectivamente).
Observa-se também que o grupo AS apresenta maior percentual de eosinoéfilos HLA-

DR* e CD86" quando comparado com o grupo NI (Figura 13A e D, respectivamente).
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Figura 13: Numero de eosindfilos HLA-DR*/mm?, CD23*/mm?3, CD28*/mm?® e CD86*/mm? no sangue
periférico de individuos ndo-infectados (N1=@), portadores de LV assintomatica (AS=@®) e portadores
de LV classica (ACT=@).

A populacdo de eosindfilos HLA-DR*, CD23*, CD28" e CD86" circulantes foi identificada através de
aspectos morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se os anticorpos monoclonais anti-HLA-DR
anti-CD23", anti-CD28" e anti-CD86" marcados com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem
descrito em Populacdo e Metodologia. Os resultados s&o expressos como dispersdo de valores
individuais (simbolos) e medianas (barras) dos valores absolutos de eosindfilos HLA-DR*, CD23",
CD28" e CD86" na populagao de eosindfilos. As medianas dos valores percentuais também estéo
representadas na figura. As letras a, b, ¢ representam as diferengas estatisticamente significativas
(p< 0,05) em relagéo aos individuos NI, AS e ACT, respectivamente.

4.1.2 - Aspectos fenotipicos de neutréfilos circulantes
4.1.2.1- Freqiéncia de neutrofilos HLA-DR*,CD23*,CD28" e CD86"

A figura 14 mostra os resultados da freqiéncia de neutréfilos HLA-DR?,
CD23*, CD28" e CD86" do sangue periférico de individuos nao-infectados (NI),
portadores de LV assintomatica (AS) e portadores de LV classica (ACT).

Na figura 14A a andlise dos dados mostrou que o grupo ACT apresenta
menor frequéncia de neutréfilos HLA-DR* quando comparado aos grupos NI e AS
(N1=33,49/mm?; AS=43,71/mm3; ACT=17,76/mm?®).
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Por outro lado, como demonstrado na figura 14B, a andlise dos dados
mostrou que o grupo ACT apresenta maior freqliéncia de neutréfilos CD23" em
relagéo ao grupo NI (NI=28,74/mm?3; AS=38,67/mm?; ACT=43,46/mm3).

A analise dos dados mostrou ainda que a frequéncia de neutréfilos CD28* foi
significativamente menor (figura 14C) no grupo ACT em relagédo aos grupos NI e AS
(N1=82,98/mm?; AS=69,01/mm?; ACT=23,91/mm3).

Na figura 14D, a analise dos dados revelou que o grupo ACT apresenta
menor frequéncia de neutréfilos CD86" quando comparado aos grupos NI e AS
(NI1=49,87/mm?3; AS=50,43/mm?; ACT=14,29/mm?3).

Quanto aos resultados obtidos em valores percentuais, a analise dos dados
revelou que o grupo ACT apresenta menor percentual de neutréfilos HLA-DR* em
relagcdo ao grupo AS (Figura 14A) e de neutrofilos CD28" em relagédo ao grupo NI
(Figura 14C), enquanto que o grupo AS apresenta um maior percentual de

neutréfilos HLA-DR*em relagao aos grupos NI (Figura 14A).
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Figura 14: Numero de neutrdfilos HLA-DR*/mm?, CD23*/mm?, CD28*/mm?*® e CD86*/mm? no sangue
periférico de individuos ndo-infectados (N1=@), portadores de LV assintomatica (AS=@®) e portadores
de LV classica (ACT=@).

A populagdo de neutréfilos HLA-DR*, CD23*, CD28" e CD86" circulantes foi identificada através de
aspectos morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se os anticorpos monoclonais anti-HLA-DR
anti-CD23", anti-CD28" e anti-CD86" marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem
descrito em Populagdo e Metodologia. Os resultados sdo expressos como dispersdo de valores
individuais (simbolos) e medianas (barras) dos valores absolutos de neutréfilos HLA-DR*, CD23%,
CD28" e CD86" na populagcédo de neutrofilos. As medianas dos valores percentuais também estédo
representadas na figura. As letras a, b, ¢ representam as diferencas estatisticamente significativas
(p< 0,05) em relagéo aos individuos NI, AS e ACT, respectivamente.

4.1.3 - Aspectos fenotipicos de monécitos circulantes

4.1.3.1 — Densidade de expresséo de HLA-DR em monodocitos e freqiiéncia de
mondcitos CD23*

A figura 15 mostra os resultados da densidade de expressao de HLA-DR em
mondcitos e a frequéncia de mondcitos CD23" do sangue periférico de individuos
nao-infectados (NI), portadores de LV assintomatica (AS) e portadores de LV
classica (ACT).

A analise dos dados revelou que o grupo ACT apresenta menor densidade de
expressado de HLA-DR em mondcitos (Figura 15A) quando comparado aos grupos NI
e AS (NI=245,10; AS= 281,30; ACT=121,30).
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Na figura 15B a andlise dos dados demonstrou que o grupo ACT apresenta

menor frequéncia (p<0,05) de mondcitos CD23* em relagdo aos grupos NI e AS
(NI1=9,47/mm3; AS=6,12/mm?*; ACT=3,59/mm?).
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Figura 15: Analise da expressdao da molécula HLA-DR em monécitos e numero de mondcitos
CD23*/mm® no sangue periférico de individuos n&o-infectados (NI=®), portadores de LV
assintomatica (AS=@) e portadores de LV classica (ACT=@).

A populagdo de mondcitos HLA-DR* e CD23" circulantes foi identificada através de aspectos
morfomeétricos e imunofenotipicos utilizando-se o anticorpo monoclonal anti-HLA-DR e anti-CD23
marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populagdo e Metodologia. Os
resultados estdo expressos sob a forma de disperséo de valores individuais (simbolos) e medianas
(barras) dos valores de intensidade média de fluorescéncia (IMF) da expressédo de HLA-DR e valores
absolutos de mondcitos CD23" na populagdo de monécitos. As letras a, b, ¢ representam as
diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagdo aos individuos NI, AS e ACT,
respectivamente.

4.1.3.2 - Freqliéncia de mondcitos pré-inflamatoérios (HLA-DR™)

A frequéncia de mondcitos pré-inflamatérios (HLA-DR*™) na populagao de
monadcitos do sangue periférico de individuos nao-infectados (NI), portadores de LV
assintomatica (AS) e portadores de LV classica (ACT) esta representada na figura
16.

A andlise dos dados mostrou que os grupos AS e ACT apresentam uma
freqUéncia de mondcitos pro-inflamatorios (HLA-DR™) significativamente menor em
relagdo ao grupo NI (NI=82,08/mm?; AS=53,32/mm?; ACT=24,95/mm?).
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Figura 16: Nimero de mondcitos pro-inflamatoérios HLA-DR*/mm? no sangue periférico de individuos
nao-infectados (NI=@), portadores de LV assintomatica (AS=@) e portadores de LV classica (ACT=).
A populagdo de monécitos pro-inflamatérios circulantes foi identificada através de aspectos
morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se o anticorpo monoclonal anti-HLA-DR marcado com
PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populagdo e Metodologia. Os resultados
sdo expressos como dispersdo de valores individuais (simbolos) e medianas (barras) dos valores
absolutos de mondcitos HLA-DR* na populagdo de mondcitos. As medianas dos valores percentuais
também estado representadas na figura. As letras a, b, ¢ representam as diferengas estatisticamente
significativas (p< 0,05) em relacdo aos individuos NI, AS e ACT, respectivamente.

A andlise da expressdo de CD86 em mondcitos ndo revelou diferengas
significativas entre os grupos avaliados (NI= 82,30; AS= 75,74; ACT=77,53).

4.1.4 - Aspectos fenotipicos de células NK circulantes
4.1.4.1 - Freqiéncia de células NK

A figura 17 apresenta a frequéncia de células NK na populagéo de linfocitos
do sangue periférico de individuos nao-infectados (NI), portadores de LV
assintomatica (AS) e portadores de LV classica (ACT).

A analise dos dados permitiu observar uma menor frequéncia de células NK
no grupo ACT em relagdo aos grupos NI e AS (NI=378,98/mm?; AS=350,03/mm?;
ACT=52,48/mm3).

Quanto aos resultados obtidos em valores percentuais, a analise dos dados
também demonstrou que o grupo ACT apresenta menor percentual de células NK

em relagao aos grupos Nl e AS.
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Figura 17: Numero de células NK/mm?® no sangue periférico de individuos néo-infectados (NI=@),
portadores de LV assintomatica (AS=@®) e portadores de LV classica (ACT=@).

A populagdo de células NK circulantes foi, inicialmente, identificada através de aspectos
morfométricos seguida pela analise imunofenotipica utilizando-se anticorpo monoclonal anti-CD16
marcado com FITC e anti-CD3 marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito
em Populagdo e Metodologia. Os resultados sao expressos como dispersao de valores individuais
(simbolos) e medianas (barras) dos valores absolutos de células NK na populagéo de linfécitos. As
medianas dos valores percentuais também estdo representadas na figura. As letras a, b, ¢
representam as diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagao aos individuos NI, AS
e ACT, respectivamente.
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4.2- Caracterizagao de aspectos fenotipicos de células envolvidas na
IMUNIDADE ADAPTATIVA de individuos assintomaticos e portadores de LV

classica: énfase em linfécitos T e linfocitos B

4.2.1 - Aspectos fenotipicos de linfécitos T circulantes

4.2.1.1 - Freqiéncia de linfocitos T e subpopulagdes (linfocitos T CD4" e linfécitos T
CD§*)

Os resultados da frequéncia de linfécitos T (CD3") do sangue periférico de
individuos n&o-infectados (NI), portadores de LV assintomatica (AS) e portadores de
LV classica (ACT) estao representados na figura 18A.

A analise dos resultados demonstrou que o grupo ACT apresenta uma menor
freqUéncia de linfécitos T (CD3") circulantes quando comparado aos grupos NI e AS
(N1=1.881,58/mm?; AS=1.861,88/mm? ACT=822,39/mm?).

As figuras 18B e 18C apresentam os resultados das frequéncias de linfocitos
T CD4" e CD8" no sangue periférico de individuos nao-infectados (NI), portadores de
LV assintomatica (AS) e portadores de LV classica (ACT).

A anadlise dos dados mostrou que tanto os linféocitos T CD4*
(NI1=1.142,83/mm?3 AS=1.233,41/mm?3 ACT=491,96/mm?®) quanto os linfocitos T
CD8* (NI=702,93/mm? AS=599,58/mm? ACT=298,09/mm?®) contribuiram para a

menor frequéncia de linfocitos T em ACT quando comparado aos grupos Nl e AS.

Quanto aos dados obtidos em valores percentuais, a analise dos dados
revelou que o grupo ACT apresenta menor percentual de linfécitos T CD4" em

relacdo ao grupo AS (Figura 18B).
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Figura 18: Numero de linfocitos T/mm?® (A), T CD4*/mm?® (B) e T CD8*/mm?* (C) no sangue periférico
de individuos néo-infectados (NI=@®), portadores de LV assintomatica (AS=@®) e portadores de LV
classica (ACT=@).

O numero de linfocitos T foi estimado através do somatdrio dos valores das freqiéncias das
subpopulagées de linfécitos T (CD4* e CD8"). As subpopulagdes de linfocitos T CD4* e CD8" foram,
inicialmente, identificadas através de aspectos morfométricos seguido pela analise imunofenotipica
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-CD8 marcados com FITC e anti-CD3 marcado
com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populacdo e Metodologia. Os
resultados sédo expressos como disperséo de valores individuais (simbolos) e medianas (barras) dos
valores absolutos das células T (A), T CD4* (B) e T CD8" (C) na populagéo de linfécitos totais. As
medianas dos valores percentuais também estdo representadas na figura. As letras a, b, ¢
representam as diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagao aos individuos NI, AS
e ACT, respectivamente.
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4.2.1.2 - Freqliéncia de linfocitos T ativados (CD4"HLA-DR* e CD8"HLA-DR") e de
linfécitos T CD4* expressando CD28

A freqiéncia de linfécitos T CD4* HLA-DR*e T CD8" HLA-DR" e de linfocitos T
CD4*CD28" no sangue periférico de individuos nao-infectados (NI), portadores de LV
assintomatica (AS) e portadores de LV classica (ACT) estao representados na figura
19.

A analise dos dados demonstrou que o grupo ACT apresenta uma menor
frequéncia de linfécitos T CD4" HLA-DR® em relagcdo aos grupos NI e AS
(NI=64,65/mm3 AS=68,24/mm?3 ACT=22,78/mm?®. Contudo, em relagdo a
freqUéncia de linfécitos T CD8" HLA-DR* o grupo ACT apresenta uma freqténcia
significativamente maior em relagdo ao grupo AS (NI=30,06/mm?; AS=17,53/mm?;
ACT=36,06/mm3).

Observa-se também que o grupo ACT apresenta uma frequéncia de linfécitos
T CD4"CD28" significativamente menor (Figura 19C) do que os grupos NI e AS
(NI=1.150,73/mm?; AS=1.236,09/mm?; ACT=442,31/mm?®).

Quanto aos resultados obtidos em valores percentuais, a analise dos dados
revelou que o grupo ACT apresenta menor percentual de linfécitos T CD4*"HLA-DR*
em relagédo ao grupo AS (Figura 19A) e maior percentual de linfocitos T CD8"HLA-
DR em relagdo aos grupos NI e AS (Figura 19B). Observa-se ainda que o grupo
ACT apresenta menor percentual de linfécitos T CD4*CD28" em relagdo aos grupos
NI e AS (Figura 19C).
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Figura 19: Numero de linfocitos T CD4*HLA-DR*/mm?® (A), linfocitos T CD8*HLA-DR*/mm?® (B) e
linfocitos T CD4'CD28*/mm?® (C) no sangue periférico de individuos n&o-infectados (NI=@), portadores
de LV assintomatica (AS=@) e portadores de LV classica (ACT=@).

As subpopulagdes de linfécitos T CD4* e CD8" ativados e linfécitos T CD4*CD28* foram inicialmente
identificadas através de aspectos morfométricos seguido pela analise imunofenotipica utilizando-se
anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-CD8 marcados com FITC e anti-HLA-DR e anti-CD28
marcados com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populagdo e Metodologia.
Os resultados sdo expressos como dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas (barras)
dos valores absolutos de linfécitos T CD4* e T CD8" ativados e linfécitos T CD4*CD28" na populagao
de linfécitos. As medianas dos valores percentuais de linfécitos T CD4"HLA-DR*/CD4 e de linfocitos T
CD8'HLA-DR*/CD8 também estdo representadas na figura. As letras a, b, ¢ representam as

diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagdo aos individuos NI, AS e ACT,
respectivamente.

4.2.1.4 - Freqiiéncia de células T regulatorias (CD4+CD25"¢")

A frequiéncia de células T regulatorias (CD4*CD25"°") do sangue periférico de
individuos nao-infectados (NI), portadores de LV assintomatica (AS), portadores de
LV classica (ACT) esta representada na figura 20.

A analise dos dados demonstrou que o grupo ACT apresenta uma menor
freqiiéncia de células T regulatérias (CD4*CD25"°") quando comparado aos grupos
NI e AS (NI=35,90/mm?3; AS=48,30/mm?; ACT=15,50/mm?).
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Quanto aos resultados obtidos em valores percentuais, a analise dos dados

revelou que o grupo AS apresenta maior percentual de células T regulatorias
(CD4*CD25"'°") em relagéo ao grupo NI.
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Figura 20: Numero de células T CD4'CD25"°"/mm® no sangue periférico de individuos n&o-
infectados (NI=@®), portadores de LV assintomatica (AS=@) e portadores de LV classica (ACT=@).

A populacdo de linfécitos reguladores circulantes foi identificada em ensaios de dupla marcagao
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD4 marcados com FITIC e anti-CD25 marcado com PE,
segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populagdo e Metodologia. Os resultados séo
expressos como dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas (barras) dos valores
absolutos de células TCD4*CD25"'®" na populagéo de linfocitos. As medianas dos valores percentuais
também estado representadas na figura. As letras a, b, ¢ representam as diferengas estatisticamente
significativas (p< 0,05) em relagao aos individuos NI, AS e ACT, respectivamente.

4.2.2 - Aspectos fenotipicos de linfécitos B circulantes

4.2.2.1 - Freqiiéncia de linfocitos B e subpopulagbes de linfécitos B (CD5 e CD5Y)

A freqiéncia de linfocitos B (CD3'CD19%) no sangue periférico de individuos
nao-infectados (NI), portadores de LV assintomatica (AS) e portadores de LV
classica (ACT) esta representada na figura 21A.

A andlise dos dados demonstrou que o grupo ACT apresenta uma freqiéncia
de linfocitos B (CD3'CD19*) significativamente menor do que os grupos NI e AS
(N1=426,00/mm?; AS=323,48/mm?; ACT=203,53/mm?®).

As figuras 21B e 21C apresentam os resultados da frequéncia de linfocitos B
convencionais (CD19"CD%") e de linfécitos B1 (CD19°CD5) do sangue periférico de
individuos nao-infectados (NI), portadores de LV assintomatica (AS) e portadores de
LV classica (ACT).
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Na figura 21B a analise dos dados demonstrou que o grupo ACT possui uma
frequéncia de linfocitos B (CD19°CD5") convencionais significativamente menor do
que os grupos NI e AS (NI=371,33/mm?*; AS=314,31/mm?; ACT=151,66/mm?).
Como descrito na Figura 21C, os dados mostraram que o grupo AS apresenta
uma frequéncia significativamente menor de linfécitos B1 (CD19°CD5") do que o
grupo NI (N1=124,59/mm?; AS=39,04/mm?3; ACT=84,66/mm?).

Os resultados obtidos em valores percentuais revelaram que o grupo ACT
apresenta maior percentual de linfécitos B e da subpopulacédo B1 em relagdo ao

grupo AS (Figura 21A e 21C, respectivamente).
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Figura 21: Numero de linfécitos B CD19*/mm? (A), linfécitos B convencionais CD19*CD5/mm?® (B) e
linfocitos B1 CD19'CD5'/mm?*® (C) no sangue periférico de individuos nao-infectados (NI=@),
portadores de LV assintomatica (AS=®) e portadores de LV classica (ACT=@).

A populagao de linfécitos B circulantes foi inicialmente identificada através de aspectos morfométricos
seguida pela analise imunofenotipica utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD19 marcados com
FITC e anti-CD3 marcado com PE. As populacgdes de linfécitos B convencionais e linfécitos B1 foram,
inicialmente, identificadas através de aspectos morfométricos seguido pela analise imunofenotipica
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD5 marcado com FITC e anti-CD19 marcado com PE
segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populagdo e Metodologia. Os resultados séo
expressos como dispersdo de valores individuais (simbolos) e medianas (barras) dos valores
absolutos dos linfocitos B, B convencionais e linfécitos B1 na populagdo de linfécitos totais. As
medianas dos valores percentuais de linfécitos B, linfécitos B CD19*CD5/B e de linfécitos B
CD19°CD5/B também estado representadas na figura. As letras a, b, ¢ representam as diferengas
estatisticamente significativas (p< 0,05) em relacdo aos individuos NI, AS e ACT, respectivamente.
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4.2.2.2 — Densidade de expresséo de HLA-DR e CD86 em linfoécitos B

A figura 22 mostra os resultados da densidade de expressao de HLA-DR e
CD86 em linfécitos B do sangue periférico de individuos nao-infectados (NI),
portadores de LV assintomatica (AS) e portadores de LV classica (ACT). Os dados
foram apresentados em intensidade média de fluorescéncia.

A anadlise dos dados revelou que o grupo ACT apresenta uma menor
densidade de expressdo de HLA-DR em linfécitos B (Figura 22A) quando
comparado aos grupos NI e AS (NI= 345,01; AS= 396,01; ACT=196,64).

Na figura 22B a anadlise dos dados revelou que o grupo ACT apresenta uma
maior densidade de expressédo de CD86 em linfécitos B (p<0,05) quando comparado
aos grupos Nl e AS (NI=0,89; AS= 0,86; ACT= 1,60).
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Figura 22: Analise da expressao da molécula HLA-DR e CD86 em linfécitos B no sangue periférico
de individuos nao-infectados (NI=®), portadores de LV assintomatica (AS=@®) e portadores de LV
classica (ACT=@).

A populacao de linfécitos circulantes foi inicialmente identificada através de aspectos morfométricos
seguida de analise imunofenotipica utilizando-se o anticorpo monoclonal anti-HLA-DR e anti-CD86
marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populagao e Metodologia. Os
resultados estdo expressos sob a forma de dispersédo de valores individuais (simbolos) e medianas
(barras) dos valores de intensidade média de fluorescéncia (IMF) da expressdo de HLA-DR e CD86
na populacdo de linfocitos B. As letras a, b, ¢ representam as diferengas estatisticamente
significativas (p< 0,05) em relacdo aos individuos NI, AS e ACT, respectivamente.

4.2.2.3- Freqiiéncia de linfocitos B (CD19°CD23")

A figura 23 demonstra a frequéncia de linfécitos B CD19*CD23* na populagéo
de linfécitos totais do sangue periférico de individuos nao-infectados (NI), portadores
de LV assintomatica (AS) e portadores de LV classica (ACT).

A analise dos dados revelou que os grupos AS e ACT apresentam uma
freqUéncia de linfécitos B CD19°CD23" significativamente menor do que o grupo NI
(N1=187,93/mm?; AS=66,12/mm?; ACT=52,23/mm?).
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Quanto aos resultados obtidos em valores percentuais, a analise dos dados
revelou que o grupo AS apresenta menor percentual de linfécitos B CD19"CD23" em

relagéo ao grupo NI.
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Figura 23: Numero de linfécitos B CD19*CD23*/mm® no sangue periférico de individuos nao-
infectados (NI=@®), portadores de LV assintomatica (AS=@) e portadores de LV classica (ACT=@).

A populacéo de linfécitos B CD19*CD23" circulantes foi identificada em ensaios de dupla marcagao
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD19 marcados com FITIC e anti-CD23 marcado com PE,
segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populagdo e Metodologia. Os resultados séo
expressos como dispersdo de valores individuais (simbolos) e medianas (barras) dos valores
absolutos dos linfécitos B CD19°CD23* na populagéo de linfécitos totais. As medianas dos valores
percentuais também estao representadas na figura. As letras a, b, ¢ representam as diferencas
estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagao aos individuos NI, AS e ACT, respectivamente.
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4.3- Balango entre os principais aspectos da na imunidade inata e adaptativa

de individuos assintomaticos e portadores de LV classica

Visando investigar o balanco do envolvimento da resposta imune inata e
adaptativa durante a infeccdo por Leishmania, calculamos a razdo entre os valores
percentuais de mondcitos pré-inflamatérios e linfécitos T CD8'DR* do sangue
periférico de individuos nao-infectados (NI), portadores de LV assintomatica (AS),
portadores de LV classica (ACT). Os resultados dessa razao estao representados na
figura 24.

A analise dos dados demonstrou que o grupo ACT apresenta uma razao entre
mondcitos pro-inflamatdrios e linfocitos T CD8*DR™ significativamente menor do que
o grupo NI (NI=30,39; AS=29,54; ACT=11,73).
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Figura 24: Razdo entre mondcitos HLA-DR™ e linfécitos T CD8*HLA-DR™ no sangue periférico de
individuos nao-infectados (NI=®), portadores de LV assintomatica (AS=®) e portadores de LV
classica (ACT=@).

Os resultados sdo expressos como dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas (barras)
dos valores percentuais da razdo de mondécitos HLA-DR*/linfoécitos T CD8*HLA-DR®. As letras a, b, ¢
representam as diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagao aos individuos NI, AS
e ACT, respectivamente.

Numa outra abordagem, realizamos uma analise adicional da razao entre os
percentuais de mondcitos pro-inflamatorios (HLA-DR'™) e linfécitos B ativados
CD19'CD23".

Os resultados da razao entre os percentuais de mondcitos pré-inflamatérios
(HLA-DR™) e linfécitos B ativados CD19*CD23" no sangue periférico de individuos
nao-infectados (NI), portadores de LV assintomatica (AS) e portadores de LV

classica (ACT) estao representados na figura 25.
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A andlise dos dados demonstrou que o grupo AS apresenta uma razao entre

mondcitos pré-inflamatérios (HLA-DR™) e linfocitos B ativados CD19'CD23*
significativamente maior do que os grupos NI e ACT (NI=4,93; AS=8,78; ACT=5,41).
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Figura 25: Razdo entre mondcitos HLA-DR™ e linfécitos B ativados CD19°CD23" no sangue
periférico de individuos ndo-infectados (NI1=@), portadores de LV assintomatica (AS=@®) e portadores
de LV classica (ACT=@).

Os resultados sdo expressos como dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas (barras)
dos valores percentuais da razao de mondécitos HLA-DR™/ linfécitos B CD19°CD23". As letras a, b, ¢
representam as diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagao aos individuos NI, AS
e ACT, respectivamente.

Ainda nesse contexto, investigamos a raz&o entre os valores percentuais de
mondcitos pro-inflamatorios e células T regulatérias (CD4*CD25"°") do sangue
periférico de individuos nao-infectados (NI), portadores de LV assintomatica (AS) e
portadores de LV classica (ACT). Os resultados dessa razao estao representados na
figura 26.

A anadlise dos dados demonstrou que o grupo AS apresenta uma razao entre
mondcitos  pré-inflamatérios e células T  regulatérias  (CD4*CD25"¢H)

significativamente menor do que o grupo NI (NI=36,51; AS=17,88; ACT=20,25).
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Figura 26: Raz&o entre mondcitos HLA-DR™ e linfocitos T CD4'CD25"°" no sangue periférico de
individuos nao-infectados (NI=®), portadores de LV assintomatica (AS=®) e portadores de LV
classica (ACT=@).

Os resultados sdo expressos como dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas (barras)
dos valores percentuais da razdo de mondcitos HLA-DR**/linfocitos T CD4'CD25"'°". As letras a, b, ¢
representam as diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagao aos individuos NI, AS
e ACT, respectivamente.

Visando investigar o balango da ativacao de linfécitos T CD4* e CD8" durante
a infecgdo por Leishmania realizamos uma analise adicional da razdo entre as
freqUéncias de células CD4* HLA-DR*/CD8* HLA-DR".

Os resultados da razao entre os linfocitos CD4* HLA-DR* e CD8" HLA-DR" no
sangue periférico de individuos nao-infectados (NI), portadores de LV assintomatica
(AS) e portadores de LV classica (ACT) estao representados na figura 27.

A analise dos dados revelou uma razdo CD4'HLA-DR*/CD8'HLA-DR®
significativamente menor no grupo ACT quando comparado com os grupos NI e AS

(NI=2,02; AS=2,67; ACT=0,87).
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Figura 27: Razao entre linfécitos T CD4*HLA-DR*/CD8*HLA-DR* no sangue periférico de individuos
nao-infectados (NI=@), portadores de LV assintomatica (AS=@®) e portadores de LV classica (ACT=).
Os resultados sdo expressos como dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas (barras)
dos valores percentuais da razdo de linfécitos T HLA-DR*CD4*/CD8'HLA-DR* . As letras a, b, ¢
representam as diferencgas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagéo aos individuos NI, AS
e ACT, respectivamente.

Além disso, investigamos a razao entre os valores percentuais de linfécitos T
HLA-DR" e células T reguladoras (CD4*CD25"'°") do sangue periférico de individuos
nao-infectados (NI), portadores de LV assintomatica (AS) e portadores de LV
classica (ACT). A figura 28 apresenta os resultados dessa razéo.

A andlise dos dados revelou que o grupo AS apresenta uma razao entre
linfécitos T HLA-DR* e linfocitos T CD4*CD25"°" significativamente menor (p<0,05)
em relacao ao grupo NI (NI=2,87; AS=1,43; ACT= 2,55).

82



Resultados

10

Razao de LT HLA-DR*/
T CD4*CD25HIGH
()]
|

NI AS ACT

Figura 28: Raz&o entre linfocitos T HLA-DR* e linfocitos T CD4"CD25"°" no sangue periférico de
individuos nao-infectados (NI=@®), portadores de LV assintomatica (AS=®) e portadores de LV
classica (ACT=@).

Os resultados sdo expressos como dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas (barras)
dos valores percentuais da razdo T HLA-DR'/T CD4'CD25"¢". As letras a, b, ¢ representam as
diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagdo aos individuos NI, AS e ACT,
respectivamente.

Numa abordagem final calculamos a razdo entre os valores percentuais de
linfécitos T ativados (CD4'DR* + CD8'DR?) e linfécitos B ativados (CD19"CD23%) do
sangue periférico de individuos nao-infectados (NI), portadores de LV assintomatica
(AS) e portadores de LV classica (ACT). A figura 29 apresenta os resultados dessa
razao.

A andlise dos dados revelou que o grupo AS apresenta uma razao entre
linfécitos T ativados (CD4'DR* + CD8'DR*) e linfécitos B ativados (CD19'CD23)

significativamente maior do que o grupo NI (NI=0,49; AS=1,33; ACT=0,72).
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Figura 29: Razao entre linfocitos T ativados (HLA-DR®) e linfocitos B ativados (CD19°CD23%) no
sangue periférico de individuos ndo-infectados (NI=®), portadores de LV assintomatica (AS=@®) e

portadores de LV classica (ACT=@).

Os resultados sdo expressos como dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas (barras)
dos valores percentuais da razao de linfoécitos T HLA-DR/linfécitos B CD19°CD23*. As letras a, b, ¢
representam as diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagéo aos individuos NI, AS
e ACT, respectivamente.
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Il - Efeito da terapéutica especifica em aspectos imunofenotipicos associados
a LV classica

4.4- Caracterizagcao de aspectos fenotipicos de células envolvidas na
IMUNIDADE INATA de individuos portadores de LV classica e curados: énfase

em eosinodfilos, neutrofilos, monadcitos e células NK

4.4.1 - Aspectos fenotipicos de eosinéfilos circulantes

4.4.1.1 - Freqiiéncia de eosindfilos HLA-DR*, CD23",CD28" e CD86"

A figura 30 apresenta os resultados da frequéncia de eosindfilos HLA-DR?,
CD23*, CD28" e CD86" do sangue periférico de individuos nao-infectados (NI),
portadores de LV classica (ACT) e curados (CUR).

A analise dos dados mostrou que o grupo ACT apresenta freqiéncia de
eosindfilos HLA-DR® significativamente menor (figura 30A) do que os grupos NI e
CUR (NI=16,88/mm?; ACT=4,23/mm?, CUR=25,01/mm?).

Como demonstrado na figura 30B, a analise dos dados mostrou que o grupo
ACT apresenta menor freqiéncia de eosindfilos CD23* em relagao aos grupos NI e
CUR (NI=14,60/mm?; ACT=2,37/mm? CUR=14,46/mm?).

Observa-se também menor frequéncia de eosindfilos CD28* (figura 30C) no
grupo ACT em relagdo aos grupos NI e CUR (NI=25,35/mm?; ACT=5,86/mm?;
CUR=26,06/mm?).

Na figura 30D a analise dos dados mostrou que o grupo ACT apresenta
frequéncia de eosindfilos CD86" significativamente menor em relagéo aos grupos NI
e CUR (NI=22,11/mm?; ACT=2,87/mm?, CUR=26,75/mm?).

Quanto aos resultados obtidos em valores percentuais, a analise dos dados

revelou que o grupo ACT apresenta menor percentual de eosindfilos CD23* e CD86*

em relagao ao grupo CUR (Figura 30B e D, respectivamente).
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Figura 30: Numero de eosindfilos HLA-DR*/mm?, CD23*/mm?®, CD28*/mm?® e CD86*/mm?® no sangue
periférico de individuos n&o-infectados (N1=@®), portadores de LV classica (ACT=@®) e curados (CUR=
Q).

A populacdo de eosindfilos HLA-DR*, CD23*, CD28" e CD86" circulantes foi identificada através de
aspectos morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se o anticorpo monoclonal anti-HLA-DR anti-
CD23", anti-CD28" e anti-CD86" marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito
em Populacdo e Metodologia. Os resultados sdo expressos como dispersao de valores individuais
(simbolos) e medianas (barras) dos valores absolutos de eosindfilos HLA-DR*, CD23*, CD28" e
CD86" na populacdo de eosindfilos. As medianas dos valores percentuais também estédo
representadas na figura. As letras a, b, ¢ representam as diferengas estatisticamente significativas
(p< 0,05) em relagéo aos individuos NI, ACT e CUR, respectivamente.

4.4.2 - Aspectos fenotipicos de neutréfilos circulantes

4.4.2.1 - Freqiiéncia de neutréfilos HLA-DR*,CD23*,CD28" e CD86*

A figura 31 apresenta a freqiiéncia de neutrofilos HLA-DR*, CD23*, CD28" e
CD86" do sangue periférico de individuos nao-infectados (NI), portadores de LV
classica (ACT) e curados (CUR).

Na figura 31A a andlise dos dados mostrou que o grupo ACT apresenta
menor frequéncia de neutréfilos HLA-DR® quando comparado ao grupo NI
(NI1=33,49/mm?; ACT=17,76/mm?, CUR=27,79/mm?).
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Por outro lado, como demonstrado na figura 31B, a andlise dos dados
mostrou que os grupos CUR e ACT apresentam uma freqliéncia de neutréfilos
CD23" significativamente maior em relagdo ao grupo NI (NI=28,74/mm3,
ACT=43,46/mm?*, CUR=47,19/mm?).

A andlise dos resultados mostrou ainda que o grupo ACT apresenta menor
freqUéncia de neutrofilos CD28" (figura 31C) em comparagao aos grupos NI e CUR
(N1=82,98/mm?; ACT=23,91/mm? CUR=79,12/mm?).

Na figura 31D a analise dos dados mostrou que o grupo ACT apresenta uma
frequéncia de neutrofilos CD86" significativamente menor do que os grupos NI e
CUR (NI=49,87/mm?; ACT=14,29/mm?*; CUR=48,15/mm3).

Quanto aos resultados obtidos em valores percentuais, a analise dos dados
revelou que o grupo ACT apresenta menor percentual de neutrofilos HLA-DR* em
relacdo ao grupo NI e maior percentual de neutréfilos HLA-DR* em relagao ao grupo
CUR (Figura 31A). A analise dos dados revelou que o grupo ACT apresenta menor

percentual de neutréfilos CD28* em relagdo ao grupo NI (Figura 31C).
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Figura 31: Numero de neutréfilos HLA-DR*/mm?, CD23*/mm?, CD28*/mm?*® e CD86*/mm? no sangue
periférico de individuos n&o-infectados (NI=@), portadores de LV classica (ACT=@®) e curados (CUR=
Q).

A populagdo de neutréfilos HLA-DR*, CD23*, CD28" e CD86" circulantes foi identificada através de
aspectos morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se o anticorpo monoclonal anti-HLA-DR anti-
CD23", anti-CD28" e anti-CD86" marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito
em Populagdo e Metodologia. Os resultados sdo expressos como dispersdo de valores individuais
(simbolos) e medianas (barras) dos valores absolutos de neutréfilos HLA-DR*, CD23*, CD28" e
CD86" na populagdo de neutréfilos. As medianas dos valores percentuais também estao
representadas na figura. As letras a, b, ¢ representam as diferencas estatisticamente significativas
(p< 0,05) em relagao aos individuos NI, ACT e CUR, respectivamente.

4.4.3 - Aspectos fenotipicos de monécitos circulantes

4.4.3.1 — Densidade de expressédo de HLA-DR em monodcitos e freqiiéncia de
mondcitos CD23*

A figura 32 mostra os resultados da densidade de expressdo de HLA-DR em
mondcitos e a frequéncia de monécitos CD23" do sangue periférico de individuos
nao-infectados (NI), portadores de LV classica (ACT) e curados (CUR). Os dados

foram apresentados em intensidade média de fluorescéncia.
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A analise dos dados revelou que os grupos ACT e CUR apresentam uma
menor densidade de expressdo de HLA-DR (Figura 32A) em mondcitos quando
comparado ao grupo NI (NI=245,10; ACT= 121,30; CUR= 135,35).
Na figura 32B a andlise dos dados mostrou uma menor frequéncia de
monocitos CD23* no grupo ACT em relagdo aos grupos NI e CUR (NI=9,47/mm?;
ACT=3,59/mm?* CUR=13,14/mm3).

Quanto aos resultados obtidos em valores percentuais, a analise dos dados
revelou que o grupo ACT apresenta maior percentual de mondécitos CD23" em

relacéo ao grupo NI (Figura 32B).
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Figura 32: Anadlise da expressdo da molécula HLA-DR em mondcitos e numero de mondcitos
CD23*/mm® no sangue periférico de individuos nédo-infectados (NI=@®), portadores de LV classica
(ACT=@) e curados (CUR=@).

A populagdo de mondcitos HLA-DR* e CD23" circulantes foi identificada através de aspectos
morfomeétricos e imunofenotipicos utilizando-se o anticorpo monoclonal anti-HLA-DR e anti-CD23
marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populagao e Metodologia. Os
resultados estdo expressos sob a forma de dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas
(barras) dos valores de intensidade média de fluorescéncia (IMF) da expressdo de HLA-DR e valores
absolutos de mondcitos CD23" na populagdo de monécitos. As letras a, b, ¢ representam as
diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relacdo aos individuos NI, ACT e CUR,
respectivamente.

4.4.3.2 - Freqliéncia de mondcitos pro-inflamatoérios (HLA-DR™)

A figura 33 apresenta a frequéncia de mondcitos pré-inflamatoérios (HLA-DR™)
na populacdo de mondcitos do sangue periférico de individuos nao-infectados (NI),
portadores de LV classica (ACT) e curados (CUR).

A analise dos dados mostrou que o grupo ACT apresenta uma menor
frequéncia de mondcitos pro-inflamatérios (HLA-DR™) quando comparado aos
grupos NI e CUR (NI=82,08/mm?; ACT=24,95/mm? CUR=75,37/mm?3).
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Figura 33: Numero de mondcitos pro-inflamatoérios HLA-DR*/mm? no sangue periférico de individuos
nao-infectados (NI=@), portadores de LV classica (ACT=@) e curados (CUR=@).

A populagdo de monécitos pro-inflamatérios circulantes foi identificada através de aspectos
morfométricos e imunofenotipicos utilizando-se o anticorpo monoclonal anti-HLA-DR marcado com
PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populagdo e Metodologia. Os resultados
sdo expressos como dispersdo de valores individuais (simbolos) e medianas (barras) dos valores
absolutos de mondcitos HLA-DR* na populagdo de mondcitos. As medianas dos valores percentuais
também estado representadas na figura. As letras a, b, ¢ representam as diferengas estatisticamente
significativas (p< 0,05) em relacdo aos individuos NI, ACT e CUR, respectivamente.

A andlise da expressdo de CD86 em mondcitos nao revelou diferencas
significativas entre os grupos avaliados (NI= 82,30; ACT= 77,53; CUR=71,10).

4.4.4 - Aspectos fenotipicos de células NK circulantes

4.4.4.1 - Freqiéncia de células NK

A frequéncia de células NK na populagao de linfocitos do sangue periférico de
individuos nao-infectados (NI), portadores de LV classica (ACT) e curados (CUR)
esta representado na figura 34.

A anadlise dos dados revelou que o grupo ACT apresenta uma menor
freqliéncia de células NK quando comparado aos grupos NI e CUR (NI=378,98/mm?;
ACT=52,48/mm?*, CUR=285,62/mm?).

Quanto aos resultados obtidos em valores percentuais, a analise dos dados
revelou que o grupo ACT também apresenta menor percentual de células NK em

relacéo aos grupos NI e CUR.
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Figura 34: Numero de células NK/mm?® no sangue periférico de individuos n&o-infectados (NI=@),
portadores de LV classica (ACT=@) e curados (CUR=@).

A populagdo de células NK circulantes foi, inicialmente, identificada através de aspectos
morfométricos seguida pela analise imunofenotipica utilizando-se anticorpo monoclonal anti-CD16
marcado com FITC e anti-CD3 marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito
em Populacdo e Metodologia. Os resultados sao expressos como dispersao de valores individuais
(simbolos) e medianas (barras) dos valores absolutos de células NK na populagéo de linfécitos. As
medianas dos valores percentuais também estdo representadas na figura. As letras a, b, ¢
representam as diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagao aos individuos NI, ACT
e CUR, respectivamente.

4.5- Caracterizagao de aspectos fenotipicos de células envolvidas na
IMUNIDADE ADAPTATIVA de individuos portadores de LV classica e curados:

énfase em linfécitos T e linfécitos B

4.5.1 - Aspectos fenotipicos de linfécitos T circulantes

4.5.1.1 - Freqiéncia de linfocitos T e subpopulagdes (linfocitos T CD4" e linfécitos T
CD8")

Os resultados da frequéncia de linfécitos T (CD3*) do sangue periférico de
individuos nao-infectados (NI), portadores de LV classica (ACT) e curados (CUR)
estdo representados na figura 35A.

A analise dos resultados demonstrou que o grupo ACT apresenta uma menor
frequéncia de linfocitos T (CD3*) circulantes quando comparado aos grupos NI e
CUR (NI=1.881,58/mm?> ACT=822,39/mm?*, CUR=2.054,08/mm?).
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As figuras 35B e 35C apresentam os resultados das frequéncias de linfocitos

T CD4* e CD8" na populagéo de linfécitos do sangue periférico de individuos nao-
infectados (NI), portadores de LV classica (ACT) e curados (CUR).

A analise dos resultados demonstrou que o grupo ACT apresenta uma

freqiéncia de linfocitos T CD4* (NI=1.142,83/mm3  ACT=491,96/mm?;

CUR=1.288,31/mm?) e CD8"* (NI=702,93/mm?; ACT=298,09/mm?*; CUR=748,90/mm?)

significativamente menor quando comparado aos grupos NI e CUR.
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Figura 35: Numero de linfécitos T/mm? (A), T CD4*/mm?® (B) e T CD8*/mm? (C) no sangue periférico
de individuos néo-infectados (N1=@), portadores de LV classica (ACT=@®) e curados (CUR=@).

O numero de linfocitos T foi estimado através do somatério dos valores das freqiéncias das
subpopulagdes de linfécitos T (CD4" e CD8"). As subpopulagdes de linfécitos T CD4* e CD8* foram,
inicialmente, identificadas através de aspectos morfométricos seguido pela analise imunofenotipica
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-CD8 marcados com FITC e anti-CD3 marcado
com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populagdo e Metodologia. Os
resultados sao expressos como dispersédo de valores individuais (simbolos) e medianas (barras) dos
valores absolutos das células T (A), T CD4" (B) e T CD8" (C) na populagao de linfécitos totais. As
medianas dos valores percentuais também estdo representadas na figura. As letras a, b, ¢
representam as diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagéo aos individuos NI, ACT
e CUR, respectivamente.
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4.5.1.2 - Freqiiéncia de linfocitos T ativados (CD4"HLA-DR* e CD8"HLA-DR") e de
linfécitos T CD4* expressando CD28

A freqiéncia de linfécitos T CD4* HLA-DR*e T CD8" HLA-DR" e de linfocitos T
CD4*CD28" na populagao de linfécitos do sangue periférico de individuos né&o-
infectados (NI), portadores de LV classica (ACT) e curados (CUR) estado
representados na figura 36.

A analise dos dados demonstrou que o grupo ACT apresenta menor
frequéncia de linfocitos T CD4* HLA-DR® (NI=64,65/mm3; ACT=22,78/mm3;
CUR=43,78/mm3) em relagao ao grupo NI. Quanto a frequéncia de linfécitos T CD8"*
HLA-DR*, o grupo CUR apresenta uma frequéncia significativamente menor em
relacdo aos grupos NI e ACT (NI=30,06/mm3; ACT=36,06/mm3; CUR=12,53/mm3).
A analise dos dados mostrou uma menor frequéncia de linfécitos T CD4°CD28*
(NI1=1.150,73/mm?, ACT=442,31/mm?® CUR=1.336,33/mm® no grupo ACT quanto

comparado aos grupos NI e CUR.

Quanto aos resultados obtidos em valores percentuais, a analise dos dados
revelou que o grupo ACT apresenta maior percentual de linfécitos T CD8"HLA-DR*
em relagéo aos grupos NI e CUR (figura 36B). Obseva-se ainda que o grupo ACT
apresenta menor percentual de linfocitos T CD4°'CD28" em relagéo aos grupos NI e
CUR (figura 36C).
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Figura 36: Numero de linfocitos T CD4*HLA-DR*/mm?® (A), linfocitos T CD8*HLA-DR*/mm?® (B) e
linfécitos T CD4*CD28*/mm?® (C) no sangue periférico de individuos n&o-infectados (NI=@), portadores
de LV classica (ACT=@) e curados (CUR=@).

As subpopulagdes de linfocitos T CD4* e CD8" ativados e linfocitos T CD4*CD28* foram inicialmente
identificadas através de aspectos morfométricos seguido pela analise imunofenotipica utilizando-se
anticorpos monoclonais anti-CD4 e anti-CD8 marcados com FITC e anti-HLA-DR e anti-CD28
marcados com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populagdo e Metodologia.
Os resultados sdo expressos como dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas (barras)
dos valores absolutos de linfocitos T CD4* e linfocitos T CD8* ativados e linfocitos T CD4*CD28* nas
populagdes de linfocitos. As medianas dos valores percentuais de linfécitos T CD4"HLA-DR*/CD4 e
de linfocitos T CD8'HLA-DR*/CD8 também estdo representadas na figura. As letras a, b, ¢
representam as diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagéo aos individuos NI, ACT
e CUR, respectivamente.

4.5.1.4 - Freqiiéncia de células T regulatérias (CD4*CD25"'°")

A figura 37 apresenta a freqiiéncia de células T regulatorias (CD4*CD25'")
na populacao de linfécitos do sangue periférico de individuos n&o-infectados (NI),
portadores de LV classica (ACT) e curados (CUR).

A analise dos dados mostrou que o grupo ACT apresenta uma menor
freqliéncia de células T reguladoras (CD4*CD25"'°") em relagdo aos grupos NI e
CUR (NI=35,90/mm?3; ACT=15,50/mm?; CUR=44,94/mm?).
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Quanto aos resultados obtidos em valores percentuais, a analise dos dados

revelou que o grupo CUR apresenta maior percentual de células T reguladoras
(CD4*CD25"'°") em relagéo ao grupo NI.
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Figura 37: Numero de células T regulatérias CD4*CD25"®"/mm?* no sangue periférico de individuos
nao-infectados (NI=@), portadores de LV classica (ACT=@®) e curados (CUR=@).

A populacdo de linfécitos regulatdrios circulantes foi identificada em ensaios de dupla marcagao
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD4 marcados com FITIC e anti-CD25 marcado com PE,
segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populagdo e Metodologia. Os resultados s&o
expressos como dispersdo de valores individuais (simbolos) e medianas (barras) dos valores
absolutos de células TCD4*CD25"'®" na populagéo de linfocitos. As medianas dos valores percentuais
também estado representadas na figura. As letras a, b, ¢ representam as diferengas estatisticamente
significativas (p< 0,05) em relacdo aos individuos NI, ACT e CUR, respectivamente.

4.5.2 - Aspectos fenotipicos de linfécitos B circulantes

4.5.2.1 - Freqiiéncia de populacéao de linfécitos B e subpopulagbdes de linfécitos B
(CD5 e CD5")

A figura 38A apresenta os resultados da frequéncia de linfocitos B (CD3
CD19%) na populagao de linfocitos do sangue periférico de individuos nao-infectados
(NI), portadores de LV classica (ACT) e curados (CUR).

A analise dos dados mostrou que o grupo ACT apresenta uma menor
frequéncia de linfécitos B (CD3'CD19") em comparagao aos grupos NI e CUR
(N1=426,00/mm?; ACT=203,53/mm? CUR=513,86/mm?).
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Os resultados da frequéncia de linfocitos B convencionais (CD19°CD5") e de
linfécitos B1 (CD19'CD5") no sangue periférico de individuos nao-infectados (NI),
curados (CUR) e portadores de LV classica (ACT) estdo representados nas figuras
38B e 38C, respectivamente.

A analise dos dados demonstrou que o grupo ACT possui uma menor
freqUiéncia de linfécitos B (Figura 38B) convencionais em relagdo aos grupos NI e
CUR (NI=371,33/mm3; ACT=151,66/mm?; CUR=402,77/mm?®).

Na figura 38C a analise dos resultados mostrou que o grupo CUR apresenta
uma maior freqiéncia de linfocitos B1 em relagdo aos grupos NI e ACT
(N1=124,59/mm?; ACT=84,66/mm?*; CUR=194,53/mm?).

Quanto aos resultados obtidos em valores percentuais, a analise dos dados
revelou que o grupo ACT apresenta maior percentual de linfécitos B1 em relagédo ao
grupo NI (Figura 40C).
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Figura 38: Numero de linfocitos B CD19*/mm?® (A), B convencionais CD19*CD5/mm? (B) e linfécitos
B1 CD19*CD5*/mm? (C) no sangue periférico de individuos néo-infectados (NI1=@), portadores de LV
classica (ACT=@) e curados (CUR=@).

A populagao de linfécitos B circulantes foi inicialmente identificada através de aspectos morfométricos
seguida pela analise imunofenotipica utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD19 marcados com
FITC e anti-CD3 marcado com PE. As populagdes de linfécitos B convencionais e linfécitos B1 foram,
inicialmente, identificadas através de aspectos morfométricos seguido pela analise imunofenotipica
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD5 marcado com FITC e anti-CD19 marcado com PE
segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populagdo e Metodologia. Os resultados séo
expressos como dispersdo de valores individuais (simbolos) e medianas (barras) dos valores
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absolutos dos linfocitos B, B convencionais e linfocitos B1 na populagéo de linfocitos. As medianas
dos valores percentuais de linfocitos B, linfocitos B CD19°CD5/B e de linfécitos B CD19°CD5'/B
também estado representadas na figura. As letras a, b, ¢ representam as diferengas estatisticamente
significativas (p< 0,05) em relagao aos individuos NI, ACT e CUR, respectivamente.

4.5.2.2 — Densidade de expresséo de HLA-DR e CD86 em linfocitos B

A figura 39 mostra os resultados da densidade de expressdo de HLA-DR e
CD86 em linfécitos B do sangue periférico de individuos nao-infectados (NI),
portadores de LV classica (ACT) e curados (CUR). Os dados foram apresentados
em intensidade média de fluorescéncia.

A anadlise dos dados revelou que o grupo ACT apresenta uma menor
densidade de expressdo de HLA-DR em linfécitos B (Figura 39A) quando
comparado aos grupos NI e CUR (NI= 345,01; ACT= 196,64; CUR= 295,09).

Na figura 39B a analise dos dados revelou que o grupo ACT apresenta uma
maior densidade de expressdo de CD86 em linfocitos B quando comparado aos
grupos Nl e CUR (NI=0,89; ACT= 1,60; CUR= 0,91).
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Figura 39: Analise da expressao da molécula HLA-DR e CD86 em linfécitos B no sangue periférico
de individuos n&o-infectados (N1=@), portadores de LV classica (ACT=@®) e curados (CUR=@).

A populacao de linfécitos circulantes foi inicialmente identificada através de aspectos morfométricos
seguida de analise imunofenotipica utilizando-se o anticorpo monoclonal anti-HLA-DR e anti-CD86
marcado com PE, segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populagao e Metodologia. Os
resultados estao expressos sob a forma de dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas
(barras) dos valores de intensidade média de fluorescéncia (IMF) da expressao de HLA-DR e CD86
na populagdo de linfécitos B. As letras a, b, ¢ representam as diferengas estatisticamente
significativas (p< 0,05) em relagdo aos individuos NI, ACT e CUR, respectivamente.

4.5.2.3 - Freqiiéncia de linfécitos B (CD19°CD23")

Os resultados da frequéncia de linfocitos B CD19°CD23* na populacédo de
linfécitos totais do sangue periférico de individuos ndo-infectados (NI), portadores de

LV classica (ACT) e curados (CUR) estao representados na figura 40.
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A analise dos resultados mostrou que o grupo ACT apresenta uma menor

freqiiéncia de linfocitos B CD19'CD23* em relagdo ao grupo NI (NI=187,93/mm?;
ACT=52,23/mm?3, CUR=169,19/mm3).
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Figura 40: Numero de linfocitos B CD19*CD23*/mm?® no sangue periférico de individuos n&o-
infectados (NI=@®), portadores de LV classica (ACT=@®) e curados (CUR=@®).

A populacao de linfécitos B CD19°CD23" circulantes foi identificada em ensaios de dupla marcagao
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-CD19 marcados com FITIC e anti-CD23 marcado com PE,
segundo protocolo de imunofenotipagem descrito em Populagdo e Metodologia. Os resultados séo
expressos como dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas (barras) dos valores
absolutos dos linfécitos B CD19°CD23" na populagéo de linfécitos totais. As medianas dos valores
percentuais também estdo representadas na figura. As letras a, b, ¢ representam as diferencas
estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagdo aos individuos NI, ACT e CUR, respectivamente.
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4.6- Balango entre os principais aspectos da na imunidade inata e adaptativa

associados ao tratamento etiolégico da LV classica

Visando investigar o balanco do envolvimento da resposta imune inata e
adaptativa apds a terapéutica especifica, calculamos a razdo entre os valores
percentuais de mondcitos pré-inflamatérios e linfécitos T CD8'DR* do sangue
periférico de individuos néao-infectados (NI), portadores de LV classica (ACT) e
curados (CUR). Os resultados estao representados na figura 41.

A anadlise dos resultados mostrou que o grupo ACT apresenta uma razéo
entre mondcitos pré-inflamatérios e linfécitos T CD8'DR™ significativamente menor do
que os grupos NI e CUR (NI=30,39; ACT=11,73; CUR=52,67).
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Figura 41: Razao entre monécitos HLA-DR*™ e linfécitos T CD8'HLA-DR* no sangue periférico de
individuos ndo-infectados (N1=@), portadores de LV classica (ACT=@) e curados (CUR=@).

Os resultados sdo expressos como dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas (barras)
dos valores percentuais da razdo de mondécitos HLA-DR*/linfoécitos T CD8*HLA-DR®. As letras a, b, ¢
representam as diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagéo aos individuos NI, ACT
e CUR, respectivamente.

Numa outra abordagem, realizamos uma analise adicional da razao entre os
percentuais de mondcitos pro-inflamatorios (HLA-DR™) e linfécitos B ativados
CD19'CD23".

A figura 42 demonstra a razdo entre os percentuais de mondcitos pro-
inflamatdrios (HLA-DR™) e linfocitos B ativados CD19°CD23* no sangue periférico de
individuos nao-infectados (NI), portadores de LV classica (ACT) e curados (CUR).

A analise dos dados mostrou que ndo houve diferenca significativa entre os

grupos avaliados (N1=4,93; ACT=5,41; CUR=5,70).
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Figura 42: Razido entre mondcitos HLA-DR™ e linfécitos B ativados CD19°CD23* no sangue
periférico de individuos n&o-infectados (NI=®), portadores de LV classica (ACT=@®) e curados (CUR=
gi resultados sdo expressos como dispersédo de valores individuais (simbolos) e medianas (barras)
dos valores percentuais da razao de mondécitos HLA-DR*'/ linfécitos B CD19°CD23".

Ainda nesse contexto, investigamos a razdo entre os valores percentuais de
monadcitos pro-inflamatérios e células T regulatérias (CD4*CD25"'°") do sangue
periférico de individuos nao-infectados (NI), portadores de LV classica (ACT) e
curados (CUR). Os resultados dessa raz&o estao representados na figura 43.

A analise dos resultados mostrou que o grupo CUR apresenta uma menor
razdo entre mondcitos pro-inflamatérios e células T regulatérias (CD4*CD25"¢H) em

comparacgao ao grupo NI (NI=36,51; ACT=20,25; CUR=20,01).
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Figura 43: Raz&o entre mondcitos HLA-DR*" e linfocitos T CD4*CD25"'°" no sangue periférico de
individuos ndo-infectados (N1=@), portadores de LV classica (ACT=@) e curados (CUR=@).

Os resultados sdo expressos como dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas (barras)
dos valores percentuais da razdo de mondcitos HLA-DR**/linfocitos T CD4*CD25"'°". As letras a, b, ¢
representam as diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagéo aos individuos NI, ACT
e CUR, respectivamente.

Visando investigar o balanco da ativacao de linfécitos T CD4" e CD8" apds a
terapéutica especifica, realizamos uma analise adicional da razao entre células CD4"
HLA-DR*/CD8* HLA-DR".

A figura 44 apresenta os resultados da razao entre os linfocitos CD4" HLA-
DR* e CD8" HLA-DR® no sangue periférico de individuos nao-infectados (NI),
portadores de LV classica (ACT) e curados (CUR).

A analise dos dados mostrou que o grupo ACT apresenta uma menor razédo
CD4* HLA-DR*/CD8" HLA-DR® em relacdo aos grupos NI e CUR (NI=2,02;

ACT=0,87; CUR=2,62).
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Figura 44: Razao entre linfécitos T HLA-DR*CD4*/CD8"HLA-DR" circulantes no sangue periférico de
individuos ndo-infectados (N1=@), portadores de LV classica (ACT=®) e curados (CUR=@).

Os resultados sdo expressos como dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas (barras)
dos valores percentuais da razdo de linfécitos T HLA-DR*CD4*/CD8'HLA-DR" . As letras a, b, ¢
representam as diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagéo aos individuos NI, ACT
e CUR, respectivamente.

Além disso, investigamos a razao entre os valores percentuais de linfocitos T
HLA-DR" e células T regulatorias (CD4*CD25"°") do sangue periférico de individuos
nao-infectados (NI), portadores de LV classica (ACT) e curados (CUR). A figura 45
apresenta os resultados dessa razao.

A analise dos dados revelou que o grupo CUR apresenta uma razéo entre
linfécitos T HLA-DR* e linfocitos T CD4*CD25"'°" significativamente menor do que os

grupos Nl e ACT (NI=2,87; ACT= 2,55; CUR=1,22).
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Figura 45: Raz&o entre linfocitos T HLA-DR* e linfocitos T CD4"'CD25"°" no sangue periférico de
individuos nao-infectados (N1=@), portadores de LV classica (ACT=@) e curados (CUR=@®).

Os resultados sdo expressos como dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas (barras)
dos valores percentuais da razdo T HLA-DR'/T CD4*CD25"¢". As letras a, b, ¢ representam as
diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagdo aos individuos NI, ACT e CUR,
respectivamente.

Numa abordagem final calculamos a razdo entre os valores percentuais de
linfocitos T ativados (CD4'DR* + CD8'DR?) e linfécitos B ativados (CD19°CD23*) do
sangue periférico de individuos nao-infectados (NI), portadores de LV classica (ACT)
e curados (CUR). A figura 47 apresenta os resultados dessa razao.

A andlise dos dados mostrou que o grupo ACT apresenta uma razao entre
linfécitos T ativados (CD4'DR* + CD8'DR*) e linfécitos B ativados (CD19°CD23)
significativamente maior (p<0,05) do que o grupo CUR (NI=0,49; ACT=0,72;
CUR=0,30).
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Figura 46: Razdo entre linfécitos T ativados (HLA-DR™) e linfécitos B ativados (CD19'CD23*) no
sangue periférico de individuos n&o-infectados (NI=®), portadores de LV classica (ACT=@®) e curados
(CUR=@).

Os resultados sdo expressos como dispersao de valores individuais (simbolos) e medianas (barras)
dos valores percentuais da razao de linfoécitos T HLA-DR/linfécitos B CD19°CD23*. As letras a, b, ¢
representam as diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) em relagao aos individuos NI, ACT
e CUR, respectivamente.
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5.1- Aspectos imunofenotipicos associados a infecgao por L. (L.) chagasi

Varios estudos tém sugerido que as diferentes manifestacdes clinicas da LV
podem estar associadas ao distinto e complexo processo de interagao parasito-
hospedeiro envolvendo o sistema imune. Os individuos infectados por L. (L.) chagasi
podem apresentar diferentes formas clinicas que refletem o grau de morbidade
associado a infeccdo. Acredita-se que essas formas distintas sdo consequéncias de
mecanismos multifatorias que envolvem tanto aspectos do parasito quanto do
hospedeiro vertebrado. Dentre os fatores relacionados ao hospedeiro vertebrado
destacam-se o perfil da resposta imune. Durante a infec¢do por L. (L.) chagasi, 0
sistema imune fica exposto a uma mistura complexa de antigenos derivados do
parasito, respondendo a esses estimulos com mecanismos multiplos da resposta
imune celular e humoral. Varios estudos buscam correlacionar fatores ligados aos
mecanismos imunopatoloégicos/protetores com o desenvolvimento/manutengcédo das
diferentes formas clinicas da LV. A natureza desses fatores bem como os
mecanismos pelos quais eles se manifestam ainda estao por ser esclarecidos.

E importante considerar que a resposta imune representa um somatdrio de
interagdes entre moléculas sinalizadoras sob a forma de fatores soluveis, receptores
de superficie celular, imunoglobulinas e citocinas. Assim o direcionamento da
resposta do hospedeiro humano infectado por L. (L.) chagasi a antigenos derivados
do parasito ndo deve ser avaliada de forma restrita aos aspectos imunofenotipicos
da membrana celular, devendo ser ampliado para uma discussao mais funcional
envolvendo outros aspectos da resposta imune. Nesse contexto, sera apresentada a
seguir, uma analise descritivo-analitica das principais alteragcbes no perfil
imunofenotipico observadas em individuos infectados com L. (L.) chagasi
substanciada por investigacbes complementares acerca de outros aspectos da
imunidade na LV previamente descritos por outros autores. Para tanto,
trabalharemos no ambito das diferentes manifestagdes clinicas da LV com duas
abordagens, considerando as formas clinicas: classica e assintomatica. Em cada
abordagem serdo apresentadas duas hipdteses: uma referente aos elementos
celulares da imunidade inata e outra para a imunidade adaptativa.

A andlise conjunta dos dados de avaliagdo do perfil imunofenotipico presente
em individuos infectados com L. (L.) chagasi, portadores de LV classica, revelou

deficiéncias em parametros fenotipicos de células da imunidade inata importantes
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para a instalagdo do processo infeccioso por L. (L.) chagasi (Figura 47). Podemos,
entdo, considerar a seguinte hipétese: “O micro ambiente criado pelo parasito,
tanto nos sitios viscerais quanto na medula 6ssea estaria favorecendo a
modulagao da expressao de moléculas fundamentais para a ontogenia,
ativagcdo e migracdo de células da imunidade inata, contribuindo para os
eventos iniciais de estabelecimento da infec¢ao.”

As alteragdes na resposta inata poderiam promover o direcionamento da
resposta imune adaptativa para um perfil também favoravel a disseminacdo da
infeccado e ao estabelecimento dos aspectos clinicos e imunopatolégicos associados
a forma classica da LV. Nesse contexto, varias alteragbes no fendétipo dos PMN
(neutrdfilos e eosindfilos) foram observadas. Considerando que os PMN sao as
primeiras células que migram para os tecidos em resposta aos patégenos invasores
e consequentemente as primeiras células a entrarem em contato com o patdgeno,
torna-se fundamental a compreensdo do papel dessas células na infeccdo por
Leishmania. Os PMN estdo envolvidos na internalizacdo e destruicdo de
Leishmania, via produgao de reativos do oxigénio e nitrogénio, liberagdo de enzimas
liticas estocadas em granulos citoplasmaticos além de exercer fun¢des reguladoras,
por secretarem citocinas. O papel dessas células nos passos iniciais da infecgao por
Leishmania em humanos é em grande parte desconhecido, e ha limitadas
informagdes sobre a resposta de PMN a Leishmania, particularmente sobre a
expressdo de moléculas associadas a apresentagao de antigeno e co-estimulagao.
PMN em doencas inflamatdrias cronicas e na presenca de IFN-y podem ser ativados
por sintese “de novo” e expressar MHC de classe Il e moléculas co-estimuladoras
como CD80/CD86, todas requeridas para a apresentagao de antigenos a linfocitos
T. A diferenciagdo em células com propriedades caracteristicas de células
dendriticas ligam os PMN a respostas imunes especificas, ou seja, representam
uma conecgdo entre a imunidade inata e adaptativa (HANSCH & WAGNER. 2003).
Parece que a fagocitose via interagdo de imunocomplexos com CD32, CD16 e
CD23, favorece o processamento e apresentagao de antigenos associados ao MHC
de classe |l e subsequentemente a ativagcado de resposta adaptativa, num momento
muito inicial da infeccdo. Nés observamos que durante a infecgao ativa, ocorre
reducdo do numero e do percentual de PMN expressando HLA-DR e a molécula co-
estimuladora CD86, o que poderia estar associado ao direcionamento da resposta
imune para um perfil favoravel ao estabelecimento da infecgdo, mediado pela

deficiéncia de ativagcdo desses fagdécitos. No entanto, a frequéncia de neutréfilos
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expressando CD23 esta aumentada em valores absolutos e percentuais nesses
individuos. Essa habilidade dos neutréfilos em interagir com o compartimento
humoral via Fc-eRIl poderia n&do resultar em mecanismos protetores, estando
limitada pela reduzida capacidade dessas células em produzir IFN-y (PERUHYPE-
MAGALHAES et al. 2005). Por outro lado, nossos dados demonstram uma reduzida
frequéncia de eosindfilos expressando CD23 em valores absolutos e percentuais em
individuos com a doenga ativa sugerindo a ineficacia da interagao celular-humoral
nesse compartimento celular.

NOs observamos também que individuos portadores de LV classica
apresentam uma baixa frequéncia de PMN expressando CD28. Tem sido descrito
que a interagdo de CD28 expresso em neutrofilos com CD80/CD86 em macrofagos
infectados, induziria a produgéo de IFN-y por neutrdéfilos, o que poderia favorecer a
ativagdo de uma resposta direcionada ao controle da infecgdo (VENUPRASAD et al.
2002). Em eosindfilos, WOERLY et al. (1999), descrevem que a producédo de
citocinas como IL-2 e IFN-y depende da presenca de mecanismos co-estimuladores,
interacdo CD28 e co-receptores, sugerindo que os eosindfilos exergcam fungao
reguladora da resposta imune. PERUHYPE-MAGALHAES et al. (2005), demonstram
que individuos portadores de LV classica apresentam elevada frequéncia de PMN
produtores de IL-4 e IL-10, associada a diminuicdo na expressao de IFN-y. Assim,
podemos sugerir que na doenca ativa, PMN apresentando alteragbes fenotipicas
que favorecem o estabelecimento e manutengdo inicial da infeccdo, sejam
importantes, especialmente a nivel compartimentalizado.

Em conjunto, esses dados reforcam nossa idéia de que a incapacidade de
PMN exercerem seu papel leishmanicida poderia ser fundamental para o
estabelecimento da infeccdo. Nesse contexto, tem sido proposto que apds a
fagocitose da Leishmania, os neutréfilos permaneceriam viaveis por um periodo de
aproximadamente 72 horas, até a chegada dos macréfagos no foco infeccioso.
Nesse caso, o neutrofilo funcionaria como reservatorio inicial para o parasito (AGA et
al. 2002). Os autores sugerem que o neutrofilo promove um nicho de sobrevivéncia
inicial para a Leishmania. Com a chegada dos macréfagos ao foco inflamatério,
ocorre interagao destas células com os neutréfilos que tardiamente entram em
apoptose. Estes seriam, entdo, fagocitados, sem ativar mecanismos microbicidas, o
que poderia ser uma das formas de entrada silenciosa do parasito na célula alvo.

Outra observacao de grande relevancia e que da suporte a nossa hipétese,

trata-se dos dados de avaliacdo da populagdo de mondcitos, células alvo da
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Leishmania. Sabe-se que dentro destas, o parasito possui varias estratégias para
evadir do sistema imune. Uma delas é a modulagao ou a n&do indugao da expressao
de moléculas envolvidas direta ou indiretamente na apresentagao de antigenos. Tem
sido descrito que na infecgdo por L. (L.) donovani ocorre uma menor expressao de
moléculas de MHC de classe | e Il (REINER et al. 1994; BUATES &
MATLASHEWSKI. 2001). Observamos que na doenga progressiva, o parasito
desenvolve estratégias que favorecem seu estabelecimento e manutengdo no
hospedeiro, uma vez que individuos portadores de LV classica apresentaram um
menor numero de mondcitos pro-inflamatérios, fonte importante de TNF-a
(FRANKENBERGER et al. 1996), menor numero de mondcitos ativados e capazes
de induzir ativacdo eficaz de resposta linfocitaria, além de um menor numero de
monocitos CD23*. A expressao de CD23 vem sendo associada ao aumento de
producao de NO e controle de infecgao por patégenos enddgenos, dentre eles a
Leishmania. Tem sido descrito que na infecgdo por cepas associadas ao
comprometimento visceral, ocorre uma modulacdo da expressdao de CD23 em
mondcitos, associada a niveis elevados de IL-4 e IL-10 (VOULDOUKIS et al. 1997).
As alteragdes fenotipicas observadas em mondcitos vao de encontro aos dados de
PERUHYPE-MAGALHAES et al. (2005), que descrevem que na forma classica da
LV, ocorre um importante comprometimento funcional de mondcitos, caracterizado
por uma baixa expressdo de TNF-a e IL-12 em associagdo a uma elevada
expressao de IL-10 por estas células. Como sugerido por ALMEIDA et al. (2003), a
reduzida expressao de moléculas de ativagdo e a auséncia e/ou diminuigdo da
producdo de importantes citocinas proinflamatorias induzidas pela L. (L.) chagasi
poderia levar o sistema imune, pelo menos nas fases iniciais, a um estado de
anergia ou ignorancia.

E importante considerarmos ainda, no ambito da imunidade inata, o papel das
células NK que sdo consideradas células citotdéxicas n&o restritas ao MHC e
produtoras de citocinas do tipo 1 e 2 (JANEWAY, C. A, TRAVES, P, WALPORT, M,
SHLOMCHIK, M. 2002). No entanto, estas células sdo importante fonte de IFN-y
durante os eventos iniciais de processos infecciosos e favorece a diferenciacao de
células T CD4" para um perfil tipo 1 (KEMP et al. 1996). N6s demonstramos que
durante a infecgao ativa ocorre diminuicdo no numero e no percentual de células NK
circulantes. Parece que na infecg&o ativa ocorre um prejuizo funcional de células NK
(NYLEN et al. 2003). MANNA et al. (1994), mostraram que varios constituintes

presentes no plasma de individuos portadores de LV classica suprimem a atividade
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litica das células NK. Os autores sugerem que este efeito se deve principalmente
aos elevados niveis de imunoglobulinas, fator reumatéide e triglicerideos na doenca
ativa. Consistente com estes dados, PERUHYPE-MAGALHAES et al. (2005),
descrevem a presenca de elevada frequéncia de células NK expressando IL-4, em
individuos portadores de LV classica, sugerindo um papel modulador da infecgao
para estas células, o que favoreceria, assim, o direcionamento da resposta imune
para um perfil associado a progressao da doenga. Nesse contexto, podemos sugerir
que estas células poderiam estar migrando para focos teciduais acometidos pelo
parasitismo e participando de mecanismos associados ao estabelecimento da
infeccao.

Em infeccbes cronicas humanas, a resposta imune especifica mediada por
células da imunidade adaptativa parece ser de vital importancia para o
estabelecimento de mecanismos persistentes e duradouros de imunoprotecio.
Dessa forma, uma resposta inapropriada pode ndo apenas resultar em falta de
protecdo, como até contribuir para a patogenia da doenca. Portanto, a Leishmania
seria um parasito relativamente inofensivo se o organismo hospedeiro fosse apto a
elaborar uma resposta imune adaptativa apropriada capaz, de controlar a infeccao.
No ambito da imunidade adaptativa, a resposta mediada por células T, quando
inadequada, poderia causar uma doenca grave (KEMP et al. 1996). A analise dos
dados referentes ao perfil imunofenotipico do compartimento adaptativo de
individuos portadores de LV classica revelou alteragcdes importantes que permitiram
a elaboracgao da seguinte hipotese: “o micro ambiente criado pelo parasito e por
células da imunidade inata, estaria favorecendo a modulacao da expressao de
moléculas fundamentais para a ativagcao e fungao de linfécitos.”

As alteracdes na resposta adaptativa poderiam contribuir para a manutengao
do perfil da resposta imune favoravel a disseminagdo da infeccdo e ao
estabelecimento dos aspectos clinicos e imunopatolégicos associados a forma
classica da LV. Nesse contexto, observamos diminui¢do significativa no numero e no
percentual de linfocitos T CD4" ativados, bem como na expressao de moléculas co-
estimuladoras por estas células, sugerindo uma possivel perda de cooperagao
mediada por linfécitos T auxiliares. Nesse micro ambiente, observa-se efetiva
ativagdo de linfocitos T citotoxicos. A queda no numero de linfécitos B ativados
circulantes, associada com a elevacao na frequéncia de expressdo da molécula co-
estimuladora CD86 por linfécitos B, sugere uma dinadmica de eventos de ativagao

onde os linfécitos B ativados, secretores de imunoglobulinas, encontram-se
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compartimentalizados na medula 6ssea, no bagco e nos linfonodos. Estudos
histopatolégicos reforczam essa hipétese demonstrando acumulo de células
plasmocitoides em orgaos linféides (VERONESI R. & FOCACCIA R. 2004).

Nossos dados de avaliacdo de resposta mediada por linfécitos T, demonstram
a presenga de um elevado numero e percentual de linfécitos T CD8" ativados (HLA-
DR*) em associagdo a uma baixa frequéncia de linfécitos T CD4'HLA-DR*, dados
esses também observados nas analises em percentual e confirmados pela menor
razéo entre linfocitos T CD4"HLA-DR" e linfécitos T CD8"HLA-DR™ (Fig. 27). Estudos
avaliando a frequéncia e o padrao de producao de citocinas por clones de linfocitos
T CD4" e T CD8" estimulados com LSA, demonstraram que individuos com LV
classica apresentavam um aumento na freqiéncia de células T ativadas, onde 90 a
100% das células tinham fendtipo CD8* e seriam as células responsaveis pelo
aumento da IL-10 observado nesta forma clinica da LV (CENINI et al. 1993;
HOLADAY et al. 1993a e 2000). Também PERUHYPE-MAGALHAES et al. (2005),
descrevem a presenca de elevada frequéncia de linfécitos T CD8" expressando IL-
10 nesses individuos. Esses achados dao suporte a hipotese de serem estes
linfécitos de grande importédncia na progresséao da doenga. A relevancia desta
subpopulagao celular na LV classica pode também ser confirmada pela analise do
balango entre mondcitos pro-inflamatoérios / linfécitos T CD8'HLA-DR* (Fig. 24).
Esses dados demonstram claramente o predominio da imunidade celular adaptativa
mediada por linfocitos T CD8*, na imunopatologia da LV.

Dado importante observado em nossos estudos, trata-se do menor numero e
percentual de linfécitos T CD4" expressando a molécula co-estimuladora CD28. A
instalagdo de uma resposta imune apropriada depende de uma cuidadosa regulagao
da ativacédo de linfocitos. Para este fim, linfécitos requerem dois sinais
independentes para se tornarem completamente ativados. O primeiro, um sinal
antigeno-especifico é enviado via receptor antigénico unico: TCR em células T ou Ig
na superficie de células B. O segundo sinal, denominado coestimulador via CD28, é
independente do receptor antigénico e € critico para permitir a completa ativagao,
sustentar a proliferagcao celular, evitar anergia e/ou apoptose e induzir diferenciagao
para células efetoras e de memodria. CD28 também otimiza a resposta de células T
ativadas, promovendo producdo de IL-2 e consequente, sobrevivéncia das células
(FRAUWIRTH & THOMPSON. 2002; SHARPE & FREEMAN. 2002). Logo, podemos
sugerir que na LV classica, a ativagdo de linfocitos T CD4" encontra-se deficiente

dado o reduzido numero de células CD4"HLA-DR* provavelmente por perda de
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mecanismos co-estimuladores. Uma modulacédo da resposta imune auxiliar poderia
levar a perda de conexdes importante e o favorecimento do parasitismo pela
desativacao de células com papel funcional crucial para o controle da infecgao.

Ainda, no contexto de células auxiliares, em associacdo aos dados
apresentados acima, em nosso estudo observamos que individuos portadores de LV
classica apresentam uma baixa frequiéncia de células T reguladoras (CD4*CD25"")
circulantes. Estas células constituem cerca de 5 a 15% da populagéo de linfocitos T
CD4" periféricos de roedores e humanos em condigdes normais, além de possuirem
um potente efeito na atividade de ambos os linfécitos T CD4" e CD8" (BELKAID Y.
2003). Células T CD4*CD25"e" enddgenas séo funcionalmente caracterizadas como
células importantes no controle da resposta imune excessiva ou mal direcionada
contra patdégenos e antigenos proprios. Segundo BACHER-ALLAN et al. (2001), as
células CD4*CD25"" apresentam um papel regulador, caracterizado por diminuigdo
da produgao de citocinas, em especial a producao de IFN-y, e habilidade de inibir
proliferagdo celular in vitro. VITELLI-AVELAR et al. (2005), sugerem que essa
subpopulagao celular possa estar relacionada ao controle da atividade citotoxica de
células T através da inibicao da ativacdo exagerada de linfécitos T CD8"HLA-DR",
no modelo de infecgdo humana por T. cruzi. Tal idéia vem corroborar com o
aumento visto no nimero de linfécitos T CD8"HLA-DR* nos individuos portadores da
LV classica. Na leishmaniose experimental, parece que as células T reguladoras
controlam a resposta tipo 2 excessiva em camundongos suscetiveis assim como
regulam a resposta tipo 1 excessiva presente em camundongos resistentes
(BELKAID Y. 2003). Acreditamos que no contexto da infecgdo humana ativa, a
diminuicdo no numero de células T reguladoras seria um evento importante no
direcionamento da resposta imune para um perfil associado a progressao da
infecgdo, uma vez que poderia ocorrer um predominio de células responsaveis pela
manutencido de uma resposta imune tipo 2 no micro ambiente da infeccao.

Sabe-se que a LV classica € caracterizada por uma intensa ativacao
policlonal de linfécitos B, seguida de producédo exacerbada de imunoglobulinas,
levando ao quadro de hipergamaglobulinemia e indugdo de formagédo de
imunocomplexos (GALVAO-CASTRO et al. 1984). Nossos dados revelaram uma
diminuicdo no numero de linfécitos B convencionais (CD19°CD5") e de linfécitos B
ativados (CD19°CD23") no sangue periférico de portadores de LV classica paralelo
ao aumento na frequéncia de expressao de CD86 por essas células. A expressio de

CD23 por linfocito B, tem sido relacionada ao processo de ligagdo e internalizagao
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de imunocomplexos, favorecendo o processamento e apresentagdo de antigenos
aos linfécitos T. Os linfécitos B expressando CD23, sequestrados para 6rgaos
linféides poderiam estar envolvidos ndo s6 na cooperagao com linfocitos T como
também na producdo de anticorpos antigeno-especificos em individuos
apresentando infecgcdo ativa. No entanto, estes anticorpos parecem nao exercer
papel protetor durante a infeccdo. Assim, as alteragdes fenotipicas em linfocitos B
sugerem uma desregulacdo funcional dessa populagdo celular no controle da
infeccdo. A elevada expressao de CD86, por células B no contexto da apresentacao
de antigenos, poderia direcionar a produgcdo de citocinas para um perfil que
favorecesse a disseminacdo da infeccdo. Tem sido descrito que a elevada
expressao de CD86 por outras células apresentadoras de antigeno na leishmaniose,
como por exemplo, os mondcitos, estariam associados a producéo de IL-4 e IL-10 e
inibicdo na produgdo de IFN-y (BROWN et al. 1996; BRODSKYN et al. 2001).
Mecanismo semelhante poderia estar presente nos eventos de apresentacado de
antigeno via linfocitos B. Esta hipdtese é consistente com os dados de PERUHYPE-
MAGALHAES et al. (2005), que demonstraram uma elevada expressdo de IL-4 por
linfécitos B em individuos portadores de LV classica. E interessante destacarmos
ainda, que embora nossas analises do numero de linfécitos B1 (CD19*CD5")
circulantes ndo tenham apresentado diferengas significativas, nds observamos que o
percentual de linfécitos B1 encontra-se aumentado em portadores de LV classica.
Esta subpopulacao celular corresponde a um subconjunto significativo de células B
(cerca de 5%) em camundongos e em humanos e possui um repertorio de
receptores (CD5, IgM) e propriedades funcionais caracteristicos. Sua localizagao
sugere participacdo em fungdes iniciais, nao-adaptativa, da resposta imune
(JANEWAY, C. A, TRAVES, P., WALPORT, M., SHLOMCHIK, M. 2002). A presenga
de linfécitos B1 vem sendo consistentemente associada a LV classica, onde se
observa produgdo de auto-anticorpos e elevada capacidade de expressar grandes
quantidades de IL-10 (LOUZIR et al. 1994; ISHIDA et al. 1992). Neste contexto,
podemos considerar, que estas células também estariam participando de eventos
necessarios a progressao da doenca.

Numa segunda abordagem, a andlise conjunta dos dados de avaliagédo do
perfil imunofenotipico de células da imunidade inata presente em individuos
infectados com L. (L.) chagasi portadores de infeccdo assintomatica revelou um
perfil de resposta imune preservada, ou seja, observa-se que portadores de LV

assintomatica apresentam um padrdo fenotipico semelhante ao observado em
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individuos ndo infectados (Fig. 47). Nesse contexto, podemos considerar a seguinte
hipétese: “Na infec¢dao assintomatica, os eventos fenotipicos caracterizam uma
reduzida manifestagcdo sistémica no contexto da imunidade inata. O
estabelecimento de um micro ambiente favoravel a contengao eficaz da
disseminagdo do parasito e controle do estabelecimento da infecg¢ao
provavelmente representaria um evento compartimentalizado.”

Observamos que nos individuos portadores de LV assintomatica o numero de
PMN e mondcitos circulantes ativados e expressando moléculas co-estimuladoras,
esta preservado. Esses dados indicam que individuos portadores de infeccéo
assintomatica apresentam um padrdo fenotipico semelhante ao observado em
individuos néao infectados, embora tenhamos observado reduzida freqiéncia de
monaocitos pro-inflamatérios e um elevado percentual de PMN expressando HLA-DR
e CD86 nestes individuos. Em outros modelos de doencas infecciosas, como na
Doenca de Chagas, também se tem observado uma diminuicdo no numero de
mondcitos pré-inflamatérios em portadores de doenga assintomatica/indeterminada
(VITELLI et al. 2004).Considerando que os mondcitos pro-inflamatérios séo a
principal fonte de TNF-a, nossos dados sédo consistentes com os achados de
PERUHYPE-MAGALHAES et al. (2005). Os autores descrevem que individuos
portadores de LV assintomatica apresentam uma redugdo no numero de mondcitos
produtores de TNF-a. No entanto, € importante ressaltar que nossos achados em
percentual, sugerem que as células da imunidade inata no contexto da infecgao
assintomatica apresentam capacidade de favorecer o desenvolvimento de uma
resposta adaptativa relevante ao controle da infecgdo em nivel compartimentalizado.
Consistente com essa hipotese de resposta compartimentaliza, PERUHYPE-
MAGALHAES et al. (2005) demonstraram que individuos assintomaticos apresentam
no contexto ex vivo perfil de citocinas semelhante aquele observado em individuos
nao infectados. Por outro lado, esses autores mostraram que in vitro na presenca de
antigeno de L. (L.) chagasi, simulando a situagdo compartimentalizada, onde os
leucdcitos estariam num micro ambiente com presenga de antigeno do parasito,
observa-se uma elevada expressao tanto de IFN-y e IL-12, quanto de IL-4 e IL-10
por células da resposta imune inata. Acreditamos que a presenca de um padrao de
resposta imune inata celular balanceada poderia ser importante nos eventos
imunoldgicos compartimentalizados na forma clinica assintomatica da LV.

No ambito da imunidade adaptativa, a semelhangca da imunidade inata,

observamos que na infecgdo assintomatica, os individuos apresentam perfil de
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resposta imune preservada, com um padrao fenotipico semelhante ao observado em
individuos néao infectados (Fig. 47). Nesse contexto, mantemos a mesma hipotese
de interpretacdo dos dados referentes ao compartimento da imunidade inata, ou
seja: “Na infec¢do assintomatica, os eventos fenotipicos caracterizam
auséncia de manifestagao sistémica”.

NOs observamos que a LV assintomatica € caracterizada por um padrao de
células T ativadas, bem como uma expressdo de moléculas co-estimuladoras,
semelhante ao observado em individuos ndo infetados. Além disso, estes individuos
apresentam reducdo no numero e percentual de linfécitos B ativados. Tem sido
descrito que a forma clinica assintomatica é caracterizada pela presenca de elevada
producao de IFN-y, sugerindo a importancia de eventos da imunidade celular no
controle da morbidade na LV (CARVALHO et al. 1992). Dessa forma, a auséncia de
sinais fenotipicos de ativagao celular no compartimento da imunidade adaptativa,
poderia parecer inconsistente. Entretanto, como mencionado anteriormente na
interpretacdo dos dados da imunidade inata, acreditamos que na LV assintomatica,
a auséncia de alteragbes fenotipicas no sangue periférico poderia ser traduzida
como a existéncia de um padrao de resposta nao sistémica, no qual as células da
imunidade adaptativa revelariam o seu perfil efetor apenas num micro ambiente com
a presencga do antigeno do parasito. Consistente com essa abordagem, novamente
nos referimos ao trabalho de PERUHYPE-MAGALHAES et al. (2005). Os autores
demonstraram que a despeito de um perfil basal de citocinas observado no contexto
ex vivo para células da imunidade inata de individuos assintomaticos, ha
participacao efetiva tanto de linfocitos T CD4*, quanto de linfécitos T CD8* no perfil
de producédo de citocinas com a presencga de células produtoras de IFN-y e IL-4 em
culturas estimuladas com antigeno de L. (L.) chagasi. Considerando os achados
acima e nossas analises do balango entre linfocitos T ativados e células T
reguladoras (Fig 28), acreditamos na existéncia de um padrdo de resposta imune
celular balanceado nos eventos imunologicos compartimentalizados na forma clinica
assintomatica da LV.

De maneira interessante, nossos dados de avaliacdo de linfocitos B
demonstram que a LV assintomatica € caracterizada por uma baixa freqiéncia de
linfécitos B1 (CD19*CD5"). Esse achado vai de encontro com nossos dados de
avaliagao percentual de linfécitos B1, descritos acima e com dados da literatura que
relatam que essa subpopulagcado de linfocitos B vem sendo associada a infecgao

ativa. Além disso, observamos que o numero e o percentual de células B ativadas
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também se encontra reduzido na infeccdo assintomatica. Esse dado foi confirmado,
através de analises da razdo entre células da imunidade celular inata (mondcitos
pré-inflamatérios) e linfécitos B ativados, além da razédo entre células da imunidade
celular adaptativa (linfécitos T ativados) e linfocitos B ativados (Fig. 25 e 29,
respectivamente). Nossos resultados, ao contrario do que observamos para 0s
individuos portadores de LV classica, sugerem uma pequena participacdo de
linfécitos B na infeccdo assintomatica, o que € compativel com a hipotese de

auséncia de manifestagdo sistémica na infecgdo assintomatica por L. (L.) chagasi.
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Figura 47: Padréo de expressédo de marcadores imunofenotipicos por leucdcitos do sangue periférico
de individuos portadores da LV classica e individuos assintomaticos.

(=neutréfi|os, L —eosinsfilos, (2 = monécitos, @)= NK, @= linfocitos T cD4*, ©= linfocitos T

reguladores, ©= linfécitos T CD8" e ©= linfécitos B). As cores destacadas em vermelho e azul
representam um menor ou maior numero de células expressando os marcadores fenotipicos,
respectivamente.
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5.2- Aspectos imunofenotipicos associados ao efeito da terapéutica especifica

na LV classica

Os estudos que avaliam individuos antes e apds o tratamento da LV classica
descrevem que a cura esta associada com o desaparecimento de sinais e sintomas
clinicos, normalizagdo da reposigao celular no sangue periférico e normalizagdo da
producao de mediadores imunoldgicos envolvidos no controle da infecgéo.

Iremos apresentar a seguir, uma analise critica das principais alteragbes
observadas no estudo dos aspectos imunofenotipicos de células do sangue
periférico de individuos curados da LV classica apods terapéutica etiologica.

Como demonstrado na figura 48, a andlise conjunta dos dados, revelou que a
terapéutica etioldgica, exerce um efeito modulador no padrdo imunofenotipico de
individuos portadores de LV classica. Observa-se um restabelecimento do estado de
ativagcdo e co-estimulagcdo basal de células da imunidade inata em individuos
curados. Nesse contexto, podemos considerar a seguinte hipotese: “o tratamento
etiolégico, eficaz na redugcdo da carga parasitaria, estaria favorecendo um
micro ambiente propicio para o controle da infeccdao, uma vez que ocorre
recuperagdo da capacidade respondedora de PMN, mondcitos e células NK
num momento inicial e crucial para o processo infeccioso.”

Os dados demonstram que com a cura, ocorre um restabelecimento da
resposta imune inata. Este se justifica devido a presenga, no sangue periférico, de
PMN ativados e expressando moléculas co-estimuladoras numa frequéncia
semelhante a observada em individuos nao infectados. Entretanto, semelhante ao
que revelaram as analises fenotipicas em individuos portadores de LV classica,
observamos que a frequéncia de neutrdfilos expressando CD23 mantém-se
aumentada apos a cura, embora este achado nido foi observado nas analises em
valores percentuais. DUGAS et al. (1995) e VOULDOUKIS et al. (1994) sugerem
que o aumento da expressao de CD23 possa estar associado ao efeito da IL-4. Os
autores acreditam que em monaocitos, 0 aumento de IL-4 em associagdo ao IFN-y,
poderia favorecer a expressao de CD23 e o aumento na producido de NO, mediador
imunoldgico fundamental na destruicdo de Leishmania. Efeito semelhante pode estar
ocorrendo em neutrofilos, uma vez que PERUHYPE-MAGALHAES et al. (2005)

descreveram que individuos curados apresentam altos niveis de neutrdfilos

produtores de IL-4 e IFN-y. Assim, podemos sugerir que o elevado numero de
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neutréfilos expressando CD23 em associagao ao IFN-y seria de grande relevancia
para o controle inicial do processo infeccioso nestes individuos.

Observamos ainda que individuos curados apresentam menor numero de
monocitos ativados, associado a um restabelecimento, para niveis basais, no
numero e percentual de mondcitos pro-inflamatorios. Acreditamos que o tratamento,
favorece a principio a recuperagcdo da capacidade funcional dos mondécitos em
destruir a Leishmania.

E importante destacarmos ainda que o tratamento favorece também a
recuperacao do numero e percentual de células NK circulantes. Considerando que
as células NK representam uma importante fonte de IFN-y, estas seriam relevantes
na resisténcia inicial a infecgao.

Baseado no exposto acima, acreditamos que as células da imunidade inata
exercam papel importante na resisténcia do individuo curado apds tratamento
etioldgico eficaz.

Como também demonstrado na figura 48, a analise conjunta dos dados,
revelou um impacto diferencial da terapéutica etioldgica sobre as subpopulagdes de
células da imunidade adaptativa. No processo de cura, a imunidade celular
adaptativa torna-se fundamental para o estabelecimento de uma resposta eficaz no
controle da infecgdo por Leishmania e a imunidade protetora € geralmente atribuida
a presenga de células T produtoras de IFN-y (HAILU et al. 2005). Nesse contexto,
podemos considerar a seguinte hipotese: “o tratamento etiolégico, em
associagao ao micro ambiente de citocinas montado por células da imunidade
inata, estaria favorecendo o estabelecimento de uma resposta celular
adaptativa efetiva no controle da infeccao, e no desenvolvimento de
mecanismos protetores contra a re-infecgo.”

Individuos curados da LV classica apresentam um padrdo imunofenotipico
caracterizado por um restabelecimento basal do estado de ativagdo e co-
estimulagao de células T CD4". Estes achados sdo muito importantes, considerando
que a resposta celular mediada por linfécitos T auxiliares € fundamental para a
conexao celular e o desenvolvimento de imunidade protetora contra o patdgeno.
Tem sido descrito que apds a cura, ocorra restauracao da resposta linfoproliferativa
e producao de IL-12, IL-2, IFN-y e TNF-a em culturas de PBMC estimuladas com
LSA (HOLADAY et al. 1993a; CILLARI et al. 1995; BACELLAR et al. 2000). Além
disso, tem sido demonstrado que o perfil celular também muda com a cura e 70%
dos linfécitos T apresentam fenétipo CD4* (HOLADAY et al. 1993a).

118



Discussao

Nossos dados demonstram ainda que o tratamento etiologico promove uma
reducao significativa na freqliéncia em valores absolutos e percentuais de linfécitos
T CD8" ativados. Embora presentes em niveis basais em individuos curados,
acreditamos que o estabelecimento de eventos de memodria imunologica estédo
intrinsecamente contidos no ambito da imunidade mediada por células T CD8" que
passariam a exercer um papel importante na fungao efetora anti-Leishmania, num
eventual contato posterior com antigenos do parasito. Consistente com essa
hipotese, PERUHYPE-MAGALHAES et al. (2005), demonstraram que, in vitro, na
presenca de antigenos de L. (L.) chagasi, células T CD8" de individuos curados
apresentam elevada expressao de TNF-q, IFN-y, IL-4 e IL-5. Eles sugerem que as
células T CD8" contribuiriam para ativagdo de mecanismos protetores contra o
parasito. E interessante destacar que esta resposta mediada por células citotéxicas
seria regulada, uma vez que nossos dados de avaliacdo da razao entre linfécitos T
ativados e células T reguladoras demonstram a participagcédo de células reguladoras
no controle da ativagdo exagerada da imunidade celular adaptativa (Figura 45). Este
perfil fenotipico sugere entdo a restauragcdo de um ambiente capaz de favorecer o
estabelecimento de mecanismos protetores salientando a importancia dos eventos
imunomoduladores no ambito da imunidade celular controlada, ndo deletéria.

Quanto a imunidade humoral, observamos uma restauragao no numero e no
percentual de células B convencionais e linfécitos B ativados, a niveis basais, apos
tratamento etioldgico. Estas células, por serem células apresentadoras de antigeno,
podem exercer um impacto relevante no desenvolvimento e fungdo de células T,
podendo influenciar o direcionamento da resposta imune para um padréo
predominantemente do tipo 1, sugerindo a participagdo também de linfocitos B no
desenvolvimento de uma imunidade protetora contra o parasito. Esta idéia é
consistente com os dados de PERUHYPE-MAGALHAES et al. (2005). Os autores
observaram a presencga de uma elevada expressao de TNF-a e IL-4 por linfocitos B,
em individuos curados e sugerem que esta populagéo celular seja importante tanto
na progressao quanto no controle e desenvolvimento de mecanismos protetores a
infeccao.

Por outro lado, nossos dados demonstram que mesmo apds a cura, ha um
predominio no numero de linfécitos B1 (CD19*CD5") circulantes, embora nossas
analises em valor percentual ndo tenham demonstrado aumento significativo de
linfécitos B1 nestes individuos. Ainda ndo se conhece a existéncia de uma

correlagdo dessas células com o controle da LV. No modelo de infeccdo por S.
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mansoni, tem sido descrita uma elevada presenca de linfocitos B1 no sangue
periférico de individuos apds 6 meses de cura (CORREA-OLIVEIRA et al. 2000).
Também tem sido descrito que células B1 estdo presentes no sangue periférico de
individuos recentemente tratados da LV classica (LOUZIR et al. 1994).
Provavelmente a existéncia da interligacdo bago/sangue, possa explicar a
persisténcia dessa populagdo celular no sangue periférico de individuos curados,
considerando que o bago, 6rgdo altamente comprometido durante a LV classica,
representa um dos principais sitios de residéncia dos linfocitos B1 (MARTINS-FILHO
et al. 1998; TEIXEIRA-CARVALHO et al. 2002, 2003). Além disso, esses dados
podem refletir alteragdes permanentes no compartimento esplénico de individuos
infectados por L. (L.) chagasi.
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Figura 48: Padrao de expressado de marcadores imunofenotipicos por leucdcitos do sangue periférico
de individuos portadores da LV classica e individuos curados.
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reguladores, ©= linfécitos T CD8" e ©= linfécitos B). As cores destacadas em vermelho e azul
representam um menor ou maior numero de células expressando os marcadores fenotipicos,
respectivamente.
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infeccao por Leishmania (L.) chagasi

6- COMENTARIOS



Comentarios

1. A analise do compartimento da imunidade inata do sangue periférico revela
padroes fenotipicos distintos em individuos portadores de LV classica e
assintomatica.

Comentarios:

- Individuos portadores de LV classica apresentam deficiéncias em parametros
fenotipicos de células da imunidade inata importantes para o controle inicial do
processo infeccioso por L. (L.) chagasi. Observa-se uma diminuigdo no numero de
células ativadas com redugdo da expressdo de moléculas co-estimuladoras. Essas
alteragcbes sdo consistentes com o desenvolvimento de um micro ambiente favoravel
ao crescimento do parasito e estabelecimento do processo infeccioso.

- A caracterizagdo dos aspectos fenotipicos da imunidade inata nos individuos
portadores de LV assintomatica, sugere a presenga de um perfil de resposta imune
preservada. Observa-se um padrdo fenotipico semelhante ao observado em
individuos néao infectados e uma diminuicdo no numero de mondécitos pro-
inflamatérios. Este perfil fenotipico sugere auséncia de manifestagdo sistémica no
contexto da imunidade inata. O estabelecimento de um micro ambiente favoravel a
contencdo eficaz da disseminagcdo do parasito e controle do estabelecimento da

infecgdo parece representar um evento compartimentalizado.

2. No ambito da resposta imune adaptativa, individuos portadores de LV classica
apresentam uma dicotomia dos eventos de ativacado celular enquanto individuos
assintomaticos demonstram um perfil fenotipico basal e balanceado.

Comentérios:

- Individuos portadores de LV classica apresentam um comprometimento do perfil
fenotipico da imunidade celular caracterizado por uma elevada freqiiéncia de células
T CD8" ativadas, baixa freqliéncia de células T reguladoras e na auséncia de sinais
fenotipicos de ativacdo de linfécitos T CD4*, o que é consistente com a reduzida
freqliéncia de células T expressando moléculas co-estimuladoras. Observa-se ainda
uma redugdo do numero de células B ativadas, com elevacdo na freqiiéncia de
linfécitos CD19"'CD86". Essas alteragbes fenotipicas sugerem a contribuicdo de
imunidade celular citotoxica e da imunidade humoral no estabelecimento e
manutencgao da infec¢do classica por L. (L.) chagasi.

- Individuos assintomaticos apresentam um padrdo fenotipico preservado. Essa

forma clinica é caracterizada por um padréao de células T ativadas, bem como uma
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expressédo de moléculas co-estimuladoras, semelhante ao observado em individuos
néo infetados. Além disso, observa-se uma redugdo nos niveis de linfécitos B1 e
linfécitos B ativados em portadores da infecgdo assintomatica. A preservagdo de
sinais fenotipicos de ativagcédo celular em linfocitos T em associacdo a redugdo na
participacado de linfécitos B, responsaveis pelos elevados niveis de anticorpos que
sdo descritos na infecgdo classica, é compativel com a hipotese de auséncia de

manifestacao sistémica na infecgdo assintomatica por L. (L.) chagasi.

3. O balancgo dos principais aspectos fenotipicos da imunidade inata e adaptativa,
sugere que na LV classica ocorre deficiéncia em eventos protetores da imunidade
celular inata e o predominio de eventos citotoxicos, enquanto na LV assintomatica
destacam-se os aspectos fenotipicos da resposta celular inata e adaptativa em
detrimento da imunidade humoral, associados a regulacéo da resposta imune.
Comentérios:

- Individuos portadores de LV classica apresentam uma menor razdo entre
mondcitos HLA-DR™/linfécitos T CD8'HLA-DR* e linfécitos T CD4"HLA-
DR/linfécitos T CD8'HLA-DR®, que podem ser considerados fundamentais para o
estabelecimento da doenga em individuos infectados por L. (L.) chagasi.

- Individuos portadores de LV assintomatica apresentam um predominio da razéo
entre mondcitos HLA-DR*'/linfécitos B CD23" e linfécitos T HLA-DR*/linfécitos B
CD23". Além disso, destaca-se uma reduzida razdo entre monocitos HLA-
DR*/linfocitos T CD4*CD25"°" e linfécitos T HLA-DR'/linfocitos T CD4*'CD25"°",
Esses achados d&o suporte a hipotese de que embora ndo existam sinais evidentes
de alteragbes sistémicas no padrdo fenotipico de leucdcitos circulantes em
individuos assintomaticos, a presenga de um padrdo de resposta imune celular
balanceado poderia ser importante nos eventos imunolégicos compartimentalizados

na forma clinica assintomatica da LV.

4. O tratamento etiolégico eficaz apresenta um impacto positivo, restaurando o
padrao fenotipico de células da imunidade inata para niveis basais observados em
individuos nao infectados.

Comentario:

- Individuos curados apresentam um restabelecimento do numero de PMN,
mondcitos e células NK circulantes e do estado de ativagdo e co-estimulaggo de

PMN. Observa-se também um menor numero de mondécitos ativados em associagcao
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a restauracdo no numero de mondcitos pro-inflamatorios. Este perfil fenotipico
sugere a restauragdo de um ambiente capaz de favorecer o estabelecimento de
mecanismos protetores importantes para o controle da infec¢do causada por L. (L.)

chagasi.

5. No ambito da imunidade adaptativa, observa-se um impacto diferencial da
terapéutica especifica eficaz sobre as subpopulagdes de linfécitos T e B.
Comentario:

Individuos curados apresentam uma reduc¢éo na freqiiéncia de células T citotoxicas
paralelo a restauragcdo dos niveis basais de linfécitos T CD4* ativados e células
TCD4*CD28" observados em individuos néo infectados. Salienta-se a persisténcia
de um elevado numero de linfocitos B1 circulantes a despeito de valores basais de
células B convencionais e linfocitos B ativados. Esses dados séo relevantes, pois
sugerem o restabelecimento de um ambiente de imunidade celular consistente com
o desenvolvimento de uma imunidade protetora contra o parasito, salientando os
linfocitos T CD4*, como importante elo para a imunidade celular citotdxica,
controlada, ndo deletéria. Acredita-se que a persisténcia de elevada freqliéncia de
linfécitos B1 no sangue periférico de individuos curados, possa refletir alteragbes
permanentes no compartimento esplénico de individuos infectados por L. (L.)

chagasi.

6. O tratamento etioldgico eficaz € acompanhado pela restauracdo de mecanismos
imunorreguladores do sistema imunoloégico.

Comentario:

- Individuos curados apresentam uma menor razdo entre monoécitos HLA-DR™
Jlinfécitos T CD4*CD25"°" e linfocitos T HLA-DR'/linfécitos T CD4*CD25"¢H,
sugerindo a recuperagdo da habilidade reguladora do sistema imunolégico apdos
tratamento da LV classica. Este perfil fenotipico sugere a restauragcdo de um
ambiente capaz de favorecer o estabelecimento de mecanismos protetores
salientando a importancia dos eventos imunomoduladores no &mbito da imunidade

celular controlada, ndo deletéria.
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7- CONCLUSAO



Conclusao

As alteragbes fenotipicas em células da imunidade inata e adaptativa no
contexto ex vivo, sugerem a existéncia de marcadores imunologicos que poderiam
ser empregados na caracterizagdo das diferentes formas clinicas da LV bem como

na caracterizagéo do perfil imunolégico associado a cura pos-terapéutica da LV.
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Anexo A - Aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa —
CEP/FIOCRUZ
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Anexos

Minisiério da Saudea
FUNDAGAD OSWALDO CRUZ

Comité de Etica em Pesquisa - CEPIFIOCRUZ

PARECER B ]

Deliberagio: PROTOCOLO APROVADO

Titulo do Projelo: Estudo da Resposta Imune Celular e Humoral em Pacientes
Portadores de Leishmaniose.

Protocolo: 0070/99 — CEP/FIOCRUZ
Pesquisador(a) Responsavel: Dr. Olindo Assis Marting Filho

Instituigao:. Centro de Pesquisa René Rachou

Trata-se de um projelo a ser desenvolvido em colaboragio com a Universidade
Federal de Minas Gerais e a Faculdade do Tridngulo Mineiro, tendo como objelivo principal,
analisar a resposla imune celular (delerminacio do fendtipo de loucacitos do sangue
periférico e do padrio de produgdo de cilocinas apos estimulagio especifica com Ag de
Leishmania) e humoral (analise do perfil isotipico de anticorpos e anti-Leishmania no soro) de
pacientes de diferentes formas clinicas de Leishmaniose Tegumenlar Americana (LTA) e de
Leishmaniose Visceral {LV).

A deliberagdo deste Gomilé baseou-sa na analise dos seguintes documenlus. projelo
de pesquisa, prolocolado em 26/04/99, e informagdes constantes nas resposlas as nossas
solicitagies. recebidas em 22/7/99, anexadas ao protocolo. Apds andlise dos aspeclos éticos,
conforme Res, CNS 196/96, decidiu-se pela APROVACAO do estudo, e do Termo de
Consenlimento Livre e Esclarecido, anexo

Rio de Janeiro, 16 de agosto de 1999
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Anexo B - Termo de livre consentimento livre e esclarecimento para pacientes

voluntarios
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Termn de Consentimento Livee ¢ Esclarecido para acicites Volanbirios
Instituiciio: Contio de Pesguisis Bene Rachou - Fundagio Oswallo Cruz

Projeto: "Estudhe dia resposta imune celular e humoral em pacientes potadores de
Leishmaniose”

Investigadores: Olindo Assiz Marting Fillw, Roberta Rodrigues Rocha, Odair Genaro,
Wilson Mayrink, Rodiigo Correa-( Niveira, Aluisio Prats e Regina Lunard

Bl e o ma gqualichade de saspeite de
portar Leishmaninse, receln wilirmagies sebie a nalureza do ;uujl_'lu de |‘|L"ﬁql:|i.‘t.'l il iil o
“Estudo da resposta imune celulor ¢ homoral eme pacientes portadores de Leishmaniose™
que pretemde estudar os mecanismos immologicos da loenga, a5 defesas do paciente
contea 4 apgressdo doo paasilo eoas cancteristicns biologicas deste Chente gue s
informagtes obtidas por este tipo e iEI'A.'l'.!i‘iH:H,,'E-iH ]'Il:ltlL'H'l auxibiar ma COHTYCensdion dos
mecanismos o surgimento das lestes e de evolugio da deengn e, consequentemente, mo
maneji clinica das pacientes, concordei em ceder amostras de mew sangue par a realizagio
dos estudos indieados pelo men médico assistente. O procedimento sesd o sepuinte um
volume de 10 mil de sangue sei obtido por punglo da veia do ante-brage, podends, om
algum putro momento da pesgeisa eu ser solicitado paa wma nova colela de sancve. stas
novas amostias de singue serio eoletadas em casos de eventuais peedas da amoslsa por
peidentes ou incidenles gue acamelem o atraso no oo da amoste para o laboaicne de
pesyuisas em Belo Horizonte, e apos o watamento, para monitoramento do process de oo
da infecgio. Fui informado de que ndo devo esperar resultados imediatos ow pessoais ¢ de
que eventual recusa em participar do projeto ndo me mpedin de continuar recebenda toda
a alencdo medica necessana. Fur informado, ainda, as slormacoes conlidas cm meu
prontudrio sio sigilosas, confidenciais o a privadas, e que posse estar paraniie que tere)
acesse a estas infornmagtes durante todo o corso da pesyoisa, por mew de contido dueto
conn o5 pesquisadores pelo telefome (0 31 2953506 tamal 165)
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