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RESUMO

A infeccdo por Leishmania (Viannia) braziliensis tem um amplo espectro de manifestagdes
clinicas e imunoldgicas. Uma variedade de células estdo envolvidas na defesa do hospedeiro
contra o parasito. Entre elas, as células dendriticas (DCs) sdo elementos chaves para o sistema
imune, pois atuam como sentinelas na periferia e alertam os linfocitos T do tipo do antigeno
invasor, direcionando sua polarizacdo e inicializando uma resposta imune. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi estudar a interacdo de células dendriticas humanas com L.
braziliensis, ja& que, esse contato desencadeia estimulos para a produgdo de citocinas e
moléculas co-estimulatérias envolvidas na resposta inflamatoria, contribuindo para o
desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa protetora. Assim, mondcitos humanos
foram isolados a partir de células mononucleares de sangue periférico, purificados por
separagdo magnética e colocados em cultura com IL-4 e GM-CSF para gerar DCs imaturas, as
quais foram infectadas com promastigotas de L. braziliensis durante 12 e 24 h. As células
foram caracterizadas por citometria de fluxo, usando os marcadores de superficie CD1a,
HLA-DR, CD86 (B7-2)e DC-SIGN (CD209). Foi observada uma taxa de infeccdo de
46+3.5% com 7,2+0.6 amastigotas/DCs e 52.5+ 2.4% com 6,1+1.6 amastigotas/DCs apds 12
e 24 h de cultura, respectivamente. Os marcadores de superficie revelaram uma porcentagem
de expressdo de 70,5% (CD1a), 87,9% (HLA-DR), 94% (CD86) e 97,5% (DC-SIGN) nas
células ndo infectadas; e 71% (CD1a), 89,9% (HLA-DR), 98,3% (CD86) e 97% (DC-SIGN)
para células infectadas ap6s 24 h. Apos 12 h de infeccdo ndo detectamos alteraces no padréo
de expressdo de moléculas de superficie. A inibicdo da apoptose pode tanto favorecer a
apresentacdo dos antigenos quanto a disseminacdo do parasito. Além disso, foram encontradas
principalmente as citocinas IL-12p40 e TNF-a nos sobrenadantes das culturas, enquanto nido

detectamos as citocinas IL-10, IL-6, IL-1p ¢ TGF-p.

Palavras chave: Células dendriticas, Leishmania, Citometria de fluxo.



ABSTRACT

Leishmania (Viannia) braziliensis infection leads to a broad spectrum of clinical and
immunological manifestations. A great variety of cells is involved in host defense against the
parasite. Among those, dendritic cells (DCs) are key elements of the immune system, which
acts as sentinels in the periphery and alert T lymphocytes about the type of invading antigen,
addressing their polarization and initiating an early immune response. The aim of this work
was study the interaction of human dendritic cells with L. braziliensis, this contact triggers
stimuli for the production of cytokine and co-stimulatory molecules involved in the
inflammatory response, contributing to the development of protective adaptive immune
response. Thereby, monocytes were isolated from peripheral blood mononuclear cells,
subsequently purified by magnetic separation, and cultured with IL-4 and GM-CSF to generate
immature DCs, which were infected with L. braziliensis promastigotes during 12 e 24 h. The cells
where characterized by flow cytometry using surface markers CD1a, HLA-DR, CD86 and DC-
SIGN. It was observed an infection rate of 46+3.5% with 7,140+£0.6 amastigotes/DC and
52.50+ 2.4% with 6,1+1.6 amastigotes/DC 12 and 24 h post infection, respectively. The
surface markers showed a percentage of expression of 70.5% (CDla), 87.9% (HLA-DR),
94% (CD86) and 97.5% (DC-SIGN) in non-infected cells; and 71% (CD1a), 89.9% (HLA-
DR), 98.3% (CD86) and 97% (DC-SIGN) in infected cells after 24 h infection. After 12 h of
infection, we not detected differences of surface molecules expression. Moreover, cell death
delay can either stimulate antigen- presentation or favor parasite dissemination. Additionally,
the cytokines IL-12p40 and TNF- o were detected in the culture supernatants, whereas IL-10,
IL-6, IL-1B and TGF- were not detected.

Key words: Dendritic cells; Leishmania; Flow cytometry.
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1. INTRODUCAO

1.1 Panorama das doencas tropicais negligenciadas

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) tem afetado a humanidade durante
séculos. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define estas doencas como aquelas que
ocorrem especialmente em locais quentes e imidos nos climas tropicais e subtropicais (WHO,
2009). Os patogenos responsaveis por estas doencas formam um grupo biologicamente
diverso, como por exemplo os protozoarios Leishmania e Trypanosoma cruzi transmitidos
através de triatomineos hematofagos, vermes como Onchocerca volvulus; helmintos
transmitidos através do solo e aguas contaminadas; e outras doencgas cujos mecanismos de
propagacgdo ainda ndo estdo bem descritos, como no caso da Ulcera de Buruli e da lepra que
sdo transmitidas por Mycobacterium ulcerans e Mycobacteria leprae respectivamente (Feasey
etal., 2010).

Leishmaniose, dengue, ascaridiase, malaria, hanseniase, esquistossomose, filariose e
Doenca de Chagas, sdo exemplos de DTN. Estas sdo chamadas negligenciadas, porque, estéo
fortemente associadas as areas menos favorecidas, onde as condi¢des sanitarias, nutricionais e
de vida ndo sdo as melhores. Alem disso, a dificuldade de acesso aos servicos de saude e a
baixa eficacia dos programas de controle aumentam a vulnerabilidade da populacdo as
infeccbes. Apesar de apresentarem manifestacdes clinicas diferentes, no que concerne as
causas e efeitos fisicos, podem tornar-se doencas crénicas e provocar danos severos pelo resto
da vida do individuo infectado. Em geral este tipo de doenca ndo possui investimentos e
interesse significativos para o desenvolvimento de novas drogas ou vacinas (Lindoso &
Lindoso, 2009).

Durante os Gltimos anos, a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) tem estimulado os
governantes dos paises endémicos e ndo endémicos a investir na batalha contra essas doengas,
como uma forma de incentivar o desenvolvimento social e econdmico (WHO, 2006). Apesar
de existirem parcerias em diferentes programas que apoiam todas as problematicas da saude
publica, estima-se que serdo necessarios 2 bilhdes de ddlares adicionais para prevenir e tratar
todas as pessoas em risco de contrair DTN para o ano de 2015 (Feasey et al., 2010). Para
tanto, a Organizacdo Mundial da Satde recomenda cinco estratégias para prevencao, controle,
eliminacéo e erradicacdo das DTN, as quais s&o: i) quimioterapia preventiva na otimizagao e
uso seguro de medicamentos de dose Unica; ii) gestdo da doenca para prevenir a mortalidade,
reduzir a morbidade e interromper a transmissdo; iii) controle na interacdo patogeno-
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hospedeiro focando principalmente no controle ecoldgico do vetor; iv) controle da salde
publica veterinaria na interacdo homem-animal j& que nas principais infeccGes os vertebrados
estdo envolvidos nos ciclos de vida, portanto, uma boa gestdo na sadde do animal e do homem
melhoraria a prevencdo e o controle das doencas zoondticas negligenciadas; e, v) o
fornecimento de agua limpa, saneamento basico e higiene tornando as populacdes de risco
menos vulneraveis as doengas infecciosas (WHO, 2012). Assim, o dever da OMS é garantir o
futuro das préximas geracdes, mantendo a sustentabilidade dos programas de prevencédo e

controle na gestdo da satde publica.

1.2 Leishmaniose

A Leishmaniose, causada por mais de 20 espécies de Leishmania é considerada uma
doenca negligenciada, (Alves et al., 2013). Atualmente é um problemas de salde publica em
destaque, ocorrendo em paises pertencentes a diferentes continentes, tais como Europa,
Africa, Asia e América, apresentando um alto grau de impacto econémico nos paises
desenvolvidos (Brelaz et al., 2012; Andrade et al., 2007). Dentro desse contexto, a doenga é
considerada pela OMS como uma doenca reemergente e segunda causa de morte entre as

infeccdes parasitarias ( Nogueira et al, 2013)

Esta doenca tem como agente etioldgico parasitos intracelulares do género Leishmania
sp, pertencentes a familia Trypanosomatidae (ordem Kinetoplastida) (Raymond et al., 2012),
transmitidos através da picada de fémeas da ordem Diptera e da familia Psychodidae e
subfamilia Phlebotominae, vetores conhecidos como Flebotomineos (Anjili et al., 1995), os
quais estdo distribuidos em dois géneros: Phlebotomus (velho mundo) e Lutzomyia (novo
mundo) (Oliveira et al., 2009).

O género Leishmania foi dividido em trés subgéneros de acordo com analises
filogenéticas (Raymond et al., 2012) e com o tipo de desenvolvimento do parasito no intestino
médio do vetor. O primeiro é representado pelo subgénero Sauroleishmania no qual os
parasitos se desenvolvem no intestino posterior (Tipo Hipopilarico), como por exemplo
Leishmania (Sauroleishmania) tarentolae (Raymond et al., 2012). Os hospedeiros sao
lagartos do velho mundo e acredita-se que estes lagartos se infectem via alimentacdo (Barral
& Costa, 2011). No subgénero Vianna no qual os parasitos estabelecem a infeccdo inicial no

triangulo pilérico e no intestino posterior do vetor e, logo depois, de resistirem aos
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movimentos peristalticos do intestino, migram e se desenvolvem na regido do intestino médio
(Tipo Peripiléarico). Esse grupo inclui principalmente a espécie Leishmania (Vianna)
braziliensis. Finalmente o subgénero Leishmania no qual os parasitos se desenvolvem
exclusivamente no intestino médio do vetor (Tipo Suprapilarico). Esse grupo inclui a maioria
das espécies de Leishmania do Velho e do Novo Mundo, como por exemplo Leishmania
(Leishmania) major no Velho Mundo e Leishmania (Leishmania) amazonensis no Novo
Mundo (Muskus et al, 2002; Barral & Costa, 2011). Esses subgéneros possuem
aproximadamente 22 espécies patogénicas ao homem, das quais, 15 tem sido identificadas nas
Américas. Elas sdo: L. braziliensis, L. panamensis, L. peruviana, L guyanensis, L.
colombiensis, L. amazonensis, L. mexicana, L. venezuelensis, L. infantum, L. lansoni, L.
shawi, L. naiffi, L. lindnbergi, L. pifanoi e L. garnhami (OPS, 2013).

1.3 Ciclo de vida

A Leishmania possui um ciclo de vida complexo, ja que sobrevive e esta adaptada a
dois hospedeiros, vertebrado e invertebrado, encontrado-se exposta a condigdes ambientais
diversas (mudancas de temperatura, pH e disponibilidade do oxigénio) (Besteiro et al, 2007).
Possuem duas formas morfoldgicas: promastigotas e amastigotas, cujas principais

caracteristicas estruturais estdo representadas na Figura 1.
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Figura 1: Caracteristicas estruturais da formas (1A) Promastigotas e (1B) Amastigotas de Leishmania sp. Figura
“adaptada de Besteiro et al, 2007”. Corpos multivesiculares (MVBs) e Reticulo endoplasmatico (RE).

O ciclo de vida do parasito se inicia quando hospedeiros vertebrados (homem, cées,
preguica, gamba e roedores) (OPS, 2013) sdo picados pelas fémeas dos flebotomineos e,
durante o repasto sanguineo, inoculam as formas infectantes promastigotas metaciclicas
(flageladas, moveis e extracelulares). Estas sdo fagocitadas pelos macro6fagos diretamente ou
apos a infeccdo por neutrdfilos, que sdo rapidamente recrutados ao sitio da lesdo. Ali, se
diferenciam em formas amastigotas dentro de um compartimento denominado vacutolo
parasitéforo onde fusionam-se com o lisossomo para se replicarem por divisdo binaria em
meio acido rico em enzimas hidroliticas. Logo depois, 0 macréfago se rompe, liberando para
o meio extracelular formas amastigotas que serdo novamente fagocitadas por outras células do
hospedeiro vertebrado, continuando assim o ciclo do parasito (Figura 2) (Besteiro et al.,

2007; Kaye & Scott, 2011).
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Figura 2: Ciclo de vida da Leishmania sp. no hospedeiro vertebrado. Figura “adaptada de Kaye & Scott, 2011”.

Uma vez que o vetor se alimenta novamente de um hospedeiro infectado, o sangue
ingerido contem macréfagos infectados com Leishmania, comegando aqui o ciclo de vida do
parasito dentro do vetor. Assim, amastigotas sdo liberadas no intestino apds a ruptura dos
macrofagos onde se diferenciam em varios estagios, desde promastigotas prociclicos
flageladas ndo infectantes localizadas no intestino do vetor até promastigotas metaciclicas
infectantes localizadas no intestino médio toracico, as quais serdo inoculadas em um novo
hospedeiro vertebrado durante um repasto subsequente, fechando assim o ciclo. (Figura 3)
(Oliveira et al., 2009; Besteiro et al., 2007)
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Figura 3: Ciclo de vida da Leishmania dentro do inseto vetor. Formas promastigotas: 1- amastigotas; 2-
prociclico; 3- nectomonas; 4-heptomonas; 5- leptomonas; 6- metaciclico.

1.4 Formas Clinicas.

De acordo com as espécies de Leishmania envolvidas, as condi¢des ambientais, o
vetor e as condi¢Bes imunoldgicas do hospedeiro vertebrado, as Leishmanioses apresentam
um amplo espectro de manifestacdes clinicas, e como resultado recebem diferentes
denominacdes: Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL), Leishmaniose Cutdneo Mucosa
(LCM), Leishmaniose Cutaneo Difusa (LCD) e Leishmaniose Disseminada (LD), todas
variantes da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA); citando também a Leishmaniose
Visceral (LV) conhecida como Kala-azar (Brelaz et al., 2012; Vieira et al., 2013).

1.4.1 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A Leishmaniose Cutanea (LC), forma clinica mais comum, caracteriza-se por lesdes
(Ulceras) locais na pele que se desenvolvem no local da picada e curam espontaneamente. A
LC é frequentemente causada por Leishmania major, Leishmania aethiopica e Leishmania
tropica no Velho Mundo e por Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis, Leishmania
panamensis, Leishmania peruviana, Leishmania mexicana no Novo Mundo (Kaye & Scott,
2011; de Assis et al., 2012). No Brasil, a espécie L. braziliensis é a mais predominante onde a
LTA é endémica (de Oliveira et al., 2012).
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A LCM é causada por L. braziliensis e se caracteriza por uma destruicdo progressiva
do septo nasal comprometendo eventualmente também o palato e a laringe. Pode causar uma
severa desfiguracdo facial, eventualmente com graves problemas respiratorios. Cerca de 2 a
5% dos casos ocorre concomitante ou anos ap6s um quadro de LC e pode progredir para
destruicdo da mucosa nasal. Outras espécies de Leishmania como L. panamensis, L.
guyanensis e Leishmania amazonensis também tem sido associadas a LCM (Maretti-Mira et
al., 2012; de Assis et al., 2012)

Ja a LCD ¢ considerada rara, crbnica e progressiva caracterizando-se por nodulos e
lesbes em placas infiltradas de maneira difusa em pacientes anérgicos, ou seja, ndo
responsivos aos antigenos de Leishmania. As lesGes sdo geralmente nao ulceradas, a menos
que a area tenha sofrido algum trauma. E causada por L. amazonensis, L. mexicana e L.
aethiopica (de Assis et al., 2012; Kaye & Scott, 2011). Por outro lado, a LD apresenta
inimeras lesdes acneiformes, papulosas e ulceradas, as vezes associadas a sinais e sintomas
como febre, perda de peso, calafrios e astenia, sugerindo disseminacdo hematogénica do
parasito. As espécies responsaveis pela sindrome sdo L. braziliensis e L. amazonensis (Barral
& Costa, 2011).

1.4.2 Leishmaniose Visceral (LV)

A LV é uma doenca sistémica e representa uma severa manifestacdo clinica da
infeccdo por Leishmania. As espécies implicadas nesta doenca sdo L. donovani e L. infantum
chagasi. Os principais sintomas sdo febre prolongada, esplenomegalia, hepatomegalia,
linfadenopatias e anemia. Pode causar a morte se ndo tratada adequadamente (de Assis et al.,
2012; Selvapandiyan et al., 2012). A doenca pode evoluir para forma aguda, subaguda e
crbnica, mas muitos individuos afetados permanecem assintomaticos. Apo6s o tratamento da
LV causada por L(L) donovani, os pacientes podem desenvolver uma forma cutanea cronica
chamada leishmaniose dérmica pos calazar (PKDL- post-kala-azar dermal leishmaniasis)
(Barral & Costa, 2011).

Existem dois tipos de LV, as quais se diferenciam por suas caracteristicas de
transmissdo: LV zoondtica, transmitida do animal para o vetor e do vetor para o homem.
Neste caso, a maioria dos hospedeiros sdo humanos e canideos; e LV antroponética,
transmitida de humano a humano pelo vetor (Stockdale & Newton, 2013; Barral & Costa,

2011).
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1.5 Epidemiologia

De 2007 a 2010 a OMS organizou uma serie de encontros regionais (paises EMRO,
Genebra 2007, os paises da OPAS, Medellin 2008; paises do Euro, Istambul de 2009; paises
afro, Adis Abeba 2010; paises SEARO, Paro de 2011), com o objetivo de fornecer relatorios
anuais da incidéncia da LTA e LV, os quais servirdo de apoio para o relatério final que é
realizado a cada 5 anos. Para tanto, questionarios epidemiologicos eletrénicos sdo enviados
aos gestores dos Programas Nacionais de Controle ou a cientistas nacionais de renome para
preencher os dados requeridos. Esses formulérios sdo compostos principalmente por
notificacbes acontecidas nos altimos cinco anos, por divisGes administrativas de areas
endémicas, registro de novos casos e surtos de LC e LV, bem como por caracteristicas de

reservatorios conhecidos e programas de controle de vetorial (Alvar et al., 2012).

Assim, depois de compilar os dados, estimou-se que a Leishmaniose esta presente nos
cinco continentes e é endémica em 98 paises. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a
Organizacdo Panamericana da Saude (OPS) estima que 350 milhdes de pessoas estdo em risco
de adquirir a infeccdo (OPS, 2013; Stockdale & Newton, 2013).

Apds a maléria e a tripanossomiase africana (doenca do sono), as leishmanioses sdo a
terceira doenca mais importante transmitidas por vetores e se encontram em nono lugar em
termos globais com as doencas infecciosas e parasitarias existentes. Essa doenca €
responsavel por causar 57 mil mortes por ano e estima-se que de 2 a 2,4 milhdes de pessoas
podem perder qualidade de vida (Hotez et al., 2004; Stockdale & Newton, 2013).

Aproximadamente mais de 58.000 casos de leishmaniose visceral e 220.000 de
leishmaniose cutanea sdo reportados oficialmente a cada ano (Alvar et al., 2012), porém,
estima-se uma ocorréncia anual de 0,2 a 0,4 milhdes casos para LV e 0,7 a 1,2 milhdes casos
para LC. Do total de casos de LV, 90%ocorrem principalmente na india, Bangladesh, Sudo,
Sudéo do Sul, Etidpia e Brasil. Ja paises como Afeganistdo, Argélia, Colémbia, Brasil, Irg,
Siria, Etidpia, Suddo do Norte, Costa Rica e Peru representam de 70% a 75% da incidéncia
global estimada para LC, pois esta forma da doenca esta amplamente distribuida (Alvar et al.,
2012). N&o obstante, esses dados sdo considerados subestimados, ja que ndo é possivel
determinar exatamente o numero real de individuos afetados devido aos multiplos fatores
culturais, sociais e econdmicos, visto que, sdo mais 0s casos ndo reportados em relagdo com

os reportados oficialmente (Nogueira et al., 2013).
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Nos ultimos 20 anos a LTA vem apresentando crescimento, tanto em magnitude como
em expansdo geografica. Assim, casos de leishmaniose cuténea e cutdnea mucosa tem sido
registrados em 18 paises das Américas. Entre 2001 e 2011 foram reportados 638.702 casos na
regido, com uma media anual de 58.063, onde 40,36% (257.812) foram registrados na Sub
regido Andina, 15,73% (100.475) na América Central e 42,36% (270.572) no Brasil, que
somados aos casos da Colémbia (20,08%) e Per( (12,37%), representam 75,8% dos casos
reportados neste periodo (OPS, 2013).

Vale ressaltar que a LC e LCM estdo bem distribuidas no Brasil, sendo este o pais com
maior incidéncia de LC na América do Sul (Alvar et al., 2012).

Considerando a Leishmaniose Visceral, para 0 mesmo periodo de 2001 a 2011, foram
registrados nas Américas 38.808 casos, destes 96,6% foram no Brasil (37.503). Neste periodo,
mais de 10 paises reportaram LV, sendo observado um aumento através dos anos no Paraguai
(597) e Argentina (96). A Colémbia reportou 513 casos. Houve registros em outros paises tais
como Honduras (40), Nicardgua (26), El Salvador (12), Guatemala (4), Venezuela (15),
Bolivia (1) e México (1) no periodo (OPS, 2013).

1.6 Diagnostico e Tratamento

1.6.1 Diagnostico da LV

A deteccdo do agente causal de toda doenca infecciosa € um passo muito importante
para dar um direcionamento adequado no tratamento clinico e consequentemente uma
apropriada gestdo epidemioldgica. Por esse motivo, é necessario contar com métodos de
diagnostico de laboratério bastante sensiveis e especificos, que ajudem a distinguir com
eficacia os falsos positivos dos verdadeiros positivos, a fim de adequar medidas de controle
sobre a doenca (Barral & Costa, 2011).

O diagndstico mais tradicional para confirmar a presencga da infecgdo por Leishmania
é a visualizacdo dos parasitos, através do microscopio, como por exemplo, ap6s purificagdo
da medula dssea, bidpsia de figado e/ou aspirado de baco para LV; ou para LC em biopsias
cutaneas (Boelaert et al., 2008; Srividya et al., 2012).
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Uma maior sensibilidade no diagndstico e sobreposicdo das dificuldades e
complicagdes pela utilizacdo de raspados de pele e bidpsias, foi atingida com o uso de
técnicas de biologia molecular tal como a Reacdo em Cadeia de Polimerase Polymerase chain
Reaction (PCR) e Real-time PCR (Q-PCR). Tais reacdes abriram um leque de possibilidades
para a deteccdo de DNA do parasito em material bioldgico diverso, como sangue ou 6rgaos,
além de ser altamente especifico e sensivel. Contudo, h4 uma necessidade de méo de obra

especializada o qual algumas vezes € limitante nas areas endémicas (Srividya et al., 2012).

O diagndstico soroldgico é altamente utilizado para o diagnéstico de LV mas esses
testes ndo sdo os adequados para o diagndstico da LC. O problema com este tipo de teste é
gue 0s anticorpos no SOro permanecem Nno COrpo pPor Varios anos mesmo apds o éxito com do
tratamento, ndo sendo possivel detectar uma reincidéncia da infeccdo. Outro problema é que
geralmente a populacdo da area endémica tem sorologia positiva apesar de ndo ter historia
clinica de Leishmaniose. Isso pode acontecer devido a infecgBes assintomaticas ou resposta
imune efetiva em caso de contato com parasito, dificultando a distincdo de individuos
assintomaticos, dos curados, nem como os curados que podem ser re-infectados. As técnicas
soroldgicas incluem: ELISA, IFAT, DAT, rK39 (Stockdale & Newton, 2013).

Como foi mencionado, os métodos soroldgicos estdo baseados na identificacdo de
anticorpos no soro de pacientes com LV. Antigenos recombinantes tém melhorado
consideravelmente a sensibilidade e especificidade no diagndstico. Entre os antigenos
recombinantes, uma proteina relacionada com kinesinas, a qual é codificada por um gene de
kinesinas, apresenta um epitopo de 39 residuos de aminodacidos repetitivos, chamada rK39, e
tem sido um antigeno amplamente testado para diagndsticos da LV em campo. Além disso, o
teste rK39 imunocromatografico (TIC) é um diagndstico rapido que tem facilitado a
aplicabilidade dos métodos soroldgicos para o controle de VL em homes e caes (Srividya et
al., 2012). O teste é facil de operar, e até mesmo trabalhadores de campo com um minimo de
treinamento pode executar de forma confidvel. rK39 é amplamente utilizado para o
diagnostico da LV na Africa, América, india, Nepal e Brasil, apresentando uma sensibilidade
entre 95-100% (Srividya et al., 2012). O ensaio baseado na aglutinagdo do soro (DAT-do
inglés Direct Aglutination tests) usando antigenos aquosos/liofilizados, apresenta excelente
sensibilidade (90-100%) e especificidade (95-100%) em varios estudos na maioria das areas
endémicas de LV, mas precisa uma incubacdo de pelo menos 8 h para observar resultados
confiaveis. A eficacia da DAT ndo € dependente da espécie de Leishmania ou da regido

avaliada. O teste é semi-quantitativo e facil de aplicar em campo (Srividya et al., 2012).
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A metodologia da imunofluorescéncia indireta (IFAT-do inglés immunofluorescent-
antibody test),é uma técnica de diagnéstico usada para a deteccdo e localizacdo de antigenos
em células e tecidos (Rugeles et al., 2009). O IFAT ¢é amplamente utilizado em paises do
Mediterraneo, onde é considerado o melhor diagnostico especifico sorologico nas
Leishmanioses caninas com alta sensibilidade alcangcando um intervalo entre 80 e 100%
(Mettler et al., 2005). A técnica ELISA, é fundamentada na imunodetec¢do de antigenos
solGveis (Mettler et al., 2005), por meio da implementacdo de antigenos ou anticorpos
acoplados a uma enzima, a adicdo do substrato da enzima, e em presen¢a do anticorpo de
deteccdo, desencadeia-se uma reacdo colorimétrica. Essa técnica, foi incorporada para o
diagnostico da LV (Srividya et al., 2012) e a LTA (Mettler et al., 2005). Ela oferece maior
sensibilidade para a deteccdo de anticorpos especificos de parasitos de Leishmania,
permitindo discriminar pacientes com LTA dos que apresentam Doenca de Chagas e Malaria
(Barral & Costa, 2011), contudo os anticorpos precisam de um periodo de incubagdo minimo
de 18 h (Srividya et al., 2012).

Uma desvantagem que apresentam as metodologias IFAT e ELISA é que ndo sdo
adaptadas para uso em campo, pois sdo técnicas estritamente realizadas dentro de um
laboratério e por pessoal qualificado. Entretanto as técnicas descritas anteriormente rk39 e

DAT, encontram-se adaptadas para ser executadas em territorio rural (Committee, 2010).

1.6.2 Diagnostico da LTA

O teste de hipersensibilidade tardia (DTH — do inglés Delayed Type Hypersensitivity)
na pele como o Teste de Montenegro ou Leishmania Skin Test (MST/LST), é utilizado como
método de deteccdo de prévia exposicdo da LTA, sendo possivel detectar células antigeno
especificas mediadoras da imunidade, usando uma injecdo intradérmica de antigenos de
Leishmania (Stockdale & Newton, 2013). Além disso, estudos epidemioldgicos baseiam-se na
prova para acessar a predominéncia da doenca. Este teste € uma reacdo de hipersensibilidade
tardia (tipo 1V), que estimula uma inflamag&o granulomatosa caracterizada pela presenca de
um numero elevado de linfocitos T no infiltrado celular, apresentando uma fibrose de
moderada a grave e uma agressao ao epitélio. 1sso ocorre geralmente nas fases tardias das
leishmaniose, em pacientes que apresentam uma exacerbada resposta imune celular (Nogueira

et al., 2008), explicando a associacdo positiva entre o tamanho da reacdo ao teste de
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Montenegro e a duragdo da doenca (Martins et al., 2012). Uma reacdo positiva pode ser
detectada ap0s trés meses de infeccdo pelo parasito, tendo uma sensibilidade entre 82 e 100%
em pacientes com leishmaniose cutanea. O teste apresenta um diagndéstico limitado em areas
endémicas, mostrando resultados positivos em pacientes sem lesdes, sugerindo uma infeccéo
subclinica por causa de uma infeccdo assintomatica (Nogueira et al., 2008). Uma resposta
negativa € normalmente esperada durante a infecgdo com LV, assim como uma resposta
positiva apds a cura (Stockdale & Newton, 2013). A deteccdo de parasitos diretamente na
lesdo da derme por meio de andlises histopatoldgicas de bidpsias, serve como metodologia
para o diagnostico da LTA (Alves et al., 2013).

1.6.3 Tratamento paraaLTAe LV

A compreensdo da resposta imunolégica provocada pela infeccdo por Leishmania e sua
consequente inducdo de uma resposta protetora ou patolégica tem levado ao uso de
quimioterapia e imunoterapia contra a leishmaniose, entre os tratamentos estdo (Barral &
Costa, 2011; Mishra et al., 2007; Davidson, 2005):

v/ Antimoniais: Nos Gltimos 60 anos era a droga de primeira escolha para o tratamento
da leishmaniose. O antimonial pentavalente existe em duas formas o antimoniato de
N-metilglucamina (Glucantime) e o stibogluconato de sédio. O mecanismo de acdo do
antimonial pentavalente ainda ndo estd muito bem conhecido, porém a droga inibe a
forma amastigota do parasito e atua sobre as vias glicolitica e oxidativa dos acidos
graxos. Este tipo de droga é recomendada para o tratamento de qualquer forma de
leishmaniose cutdnea ou cutdnea mucosa (Harms et al.,2011) . O tratamento com
antimoniais pode estar associados a diferentes efeitos colaterais tais como: artralgia,
mialgia, nausea, vomito, febre, dor de cabe¢a, dor abdominal, fraqueza, tontura,
insdnia, choque pirogénico e insuficiéncia renal aguda (IRA). Essas queixas séo
geralmente discretas ou moderadas e raramente exigem a suspensdo do tratamento.
Porém, na dose de 20 mg Sb+5/kg/dia o antimonial pode atingir o seu limite de
toxicidade levando a alteragbes cardiacas, pancreaticas ou renais que obriguem a
suspensdo do tratamento, sendo a cardiotoxicidade o principal efeito adverso. Em
algumas ocasides, no inicio do tratamento, ha uma exacerbagdo do quadro clinico com

0 aumento do infiltrado, do eritema, das secrecBes nasal e faringea. O que pode ser

28



uma consequéncia aos antigenos liberados com a morte do parasito (Ministério da
Saude, 2007)

v" Anfotericina B: E um antibi6tico polémico por sua acio leishmanicida. E a droga de
segunda escolha quando ndo h& uma resposta ao tratamento com antimoniais ou na
impossibilidade de uso destes. A droga atua nas duas formas de vida do parasito
(promastigota e amastigota), causando um aumento na permeabilidade e influxo de
ions. Além disto, existe a Anfotericina B liposomal, a qual apresenta um custo maior e
toxicidade menor. O componente lipidico da anfotericina lipossomal se liga a
receptores das células alvo, especialmente macrdéfagos. A droga é retida no sitio da
infeccdo intracelular, sendo mais disponibilizada para interagir com o ergosterol do

parasito menos com o colesterol do hospedeiro, 0 que favorece a resposta na terapia.

v Pentamidinas: Tém sido realizados poucos estudos nas Américas sobre esta droga
para o tratamento da LTA. Entre tanto, a pentamidina interfere na sintese do DNA de
Leishmania, modificando a morfologia do kinetoplasto e fragmentando a membrana

da mitocondria.

v' Mitelfosina: Inicialmente desenvolvida para o tratamento de céancer, teve sua
atividade leishmanicida descoberta na década de oitenta. Embora tenha apresentado
bons resultados para o tratamento de LV e LTA, estudos mais detalhados sé&o
necessarios para avaliar corretamente a acdo desta droga no tratamento de LTA e sua

atividade contra diferentes espécies de Leishmania.

v' Paromomicina: E um antibidtico amino glicosideo, originalmente identificado na
década dos 60s e tem sido usado em ensaios para as duas manifestacdes clinicas da

leishmaniose.

v Imidazdis/Triaz6is (Cateconazol, Fluconazol, Itraconazol): Sdo compostos
antifingicos que estdo sendo investigados para o tratamento da LTA. Esses compostos
incluem duas classes distintas: imidazolicos (por exemplo, cetoconazol) e triazois
(como, fluconazol e itraconazol). Eles compartilham o mesmo espectro antifingico e o
mecanismo de acdo. Uma vantagem é que eles podem ser administrados via oral com

efeitos colaterais menos tdxicos em relacdo com os antimoniais pentavalentes.

Finalmente, a combinacdo de drogas com antimoniais associadas a Imiquimod, um

modulador da resposta imune inata que ativa DCs, macrofagos e outras células pela via do
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TLR-7 (receptor tipo Toll), induzindo a sintese de IFN-a e citocinas pro-inflamatdrias do tipo
Th1(Stanley, 2002); e Allopurinol, um inibidor do anabolismo das purinas em Leishmania
spp. tem sido recomendada na tentativa de aumentar a eficacia e reduzir os efeitos colaterais
ou falha na terapéutica com antimoniais. Além disso, a imunoterapia com GM-CSF, IFN-y e
Imiquimod, tem sido relatados como terapia adjuvante ao antimonial, o que tem mostrado
resultados favoraveis, mas as eficacias destas terapias ainda ndo sdo convincentes e por tanto
precisam de mais estudos.(Badaro et al., 2006). Uma alternativa adicional viavel para o
tratamento de doencas negligenciadas € a identificacdo de farmacos ja existentes por meio da
andlise do mapa metabolico do parasito, usando screening virtual, para identificacdo de
possiveis alvos (os quais quando modificados pela interagdo com farmacos, individualmente
ou em combinacdo, interferem na viruléncia e/ou crescimento do parasito) que sejam
semelhantes a alvos de outros patdgenos com farmacos ja aprovados pelo FDA, melhorando o

custo, aceso e esquemas de tratamento (Chavali et al., 2012).

1.7 Células dendriticas (DCs)

As células dendriticas (DCs) sdo consideradas as células apresentadoras de antigenos
(APC) mais eficientes em ativar células T. Os macréfagos também apresentam antigenos para
as células T durante a resposta imunoldgica celular, enquanto os linfocitos B desempenham o
papel de APCs para as células T durante a resposta imunologica humoral. As APCs, sdo
células especializadas em capturar microorganismos e outros antigenos, apresenta-los aos
linfocitos e fornecer sinais que estimulam a proliferacdo e diferenciagdo dos linfécitos (Abbas
et al., 2011). Portanto, DCs constituem as principais sentinelas do sistema imune por serem
células migratérias, além disso, sdo uma ponte entre a imunidade inata e a imunidade
adaptativa. Formam uma populacdo heterogénea, que inicialmente foi caracterizada por sua
morfologia com aparéncia de estrela com prolongaces citoplasmaticas ou dendritos, descritas
pela primeira vez em 1973 (Steinman & Cohn, 1973). Essas células estdo distribuidas em
quase todos os tecidos periféricos, assim como em 6rgdos linfoides primarios (timo e medula
Ossea) e secundérios (linfonodos, placas de Payer e baco). Classicamente, as DCs sdo
derivadas de células tronco hematopoiéticas que possuem duas origens: i) diferenciadas a
partir de precursores mieldide (mDC) as quais expressam CD11c e ii) diferenciadas a partir de
precursores linfoides (pDC) que sdo CD123+ (Shortman & Liu, 2002; Ardavin et al., 2001;

Sozzani, 2005).
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As células dendriticas derivadas dos precursores mieldides CD34+/CD13+ podem ser
classificadas em dois tipos de subpopulacfes diferentes, as CDla+ e as CD14+. As células
dendriticas CD1a+ conhecidas como células de Langerhans, caracterizam-se por ter granulos
no citoplasma chamados de Birbeck e Langerina, os quais sdo a forma de distinguir este tipo
células, localizadas na epiderme. Ja as células que sdo CD14+ tem a capacidade de se
diferenciar em mDC, portanto ndo apresentam granulos de Birbeck e Langerina (Merad et al.,
2008). DCs também encontram-se localizadas na derme, submucosa e tecido conectivo e
nestes locais sdo chamadas de DCs intersticiais. As pDC sdo de origem linfoide e estdo
presentes na circulagdo sanguinea e nos 6rgdos linfoides secundarios (Belz & Nutt, 2012). Por
outro lado, mDCs podem ser diferenciadas in vitro a partir de mondcitos obtidos de células
mononucleares de sangue periférico estimulados com citocinas GM-CSF e IL-4. Assim, a
primeira metodologia estabelecida para a obtencdo in vitro de células dendriticas
diferenciadas a partir de mondcitos humanos obtidos de células mononucleares de sangue
periférico foi descrita por Sallusto e colaboradores em 1994. Foi estabelecido com o fim de
obter culturas in vitro de DCs imaturas sem alterar as caracteristicas fenotipicas e funcionais,
a fim de explorar a capacidade apresentadora de antigeno comparando-as com outras APC, e
também a fim de identificar sinais que modulam a funcdo da captura e processamento de

antigenos (Sallusto & Lanzavecchia, 1994).

Os mondcitos murinos GR-1+ (subtipo de mondcito) que expressam o receptor CCR2,
altos niveis de CD11c e moléculas do MHC-II, geram em um ambiente inflamatdrio as
denominadas TIP-DCs, as quais sdo caracterizadas pela alta produgdo TNF-o e iNOS
induzindo a sintese de 6xido nitrico (NO), sem a producdo de IL-12 e sem a expressdo do
fator de transcricdo e ZBTB46 o qual define a linhagem classica das DCs (Shortman & Naik,
2007) (Meredith et al., 2012). Essas células foram descritas inicialmente em esplendcitos de
camundongos infectadas por Listeria monocytogenes (Serbina et al., 2003).

O processo de captura, processamento e apresentacdo de antigenos pelas DCs comeca
quando essas células migram aos tecidos periféricos ndo linféides para desempenhar sua
funcdo de sentinelas do organismo, sitios onde detectam 0s micro-organismos invasores.
Assim, em condi¢Bes normais, tanto em tecidos como em sangue periférico as mDC e as
pDC, encontram-se em um estado basal ou sem atividade funcional, sendo consideradas
células imaturas, as quais sd@o capaz de capturar eficientemente antigenos nos sitios de
infeccdo ou inflamacdo. Uma vez que reconhecem o patogeno, as células séo ativadas,

migram aos 6rgdos linféides secundarios e atuam como células maduras, ja que apresentam 0s
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antigenos as células T. Como resultado, hé regulacéo positiva de dois sinais: i) aumento da
expressdo de complexo principal de histocompatibilidade | (para as células T citotoxicas) ou
Il (para as células T auxiliares) (MHC-I ou 1) e ii) a expressdo de moléculas co-estimulatorias
como CD40, CD80, CD86 e CD54. Apos, esses dois eventos, sdo ativados a expressdo de
receptores das quimiocinas e diferentes padrdes de producdo de citocinas que permitem o
recrutamento de outros tipos celulares (Belz & Nutt, 2012; Hopp et al., 2014).

Por conseguinte, moléculas de superficie tais como MHC-II (HLA-DR e DQ) e co-
estimulatérias, ICAM-1 (CD54), B7.1 (CD80), B7.2 (CD86), CD40, FcRI(CD64) comum em
macrofagos e mondcitos, CD83 (Giacomini et al., 2013) e DC-SIGN (DC-209) (Tailleux et
al., 2002) sdo marcadores essenciais que ajudam a determinar o grau de ativacdo das DCs em

experimentos in vitro (Shortman & Liu, 2002).

As DCs capturam antigenos através de diferentes familias de receptores, como por
exemplo a porcdo Fc do complexo antigeno-anticorpo, os receptores tipo-C das lectinas
(CLRs) para as glicoproteinas e o receptor para o reconhecimento de padrées (PRRS) como 0s
receptores tipo Toll (TLRs), os quais permitem as DCs reconhecer diferentes tipos de
antigenos (Apostolopoulos et al., 2013).

DCs tem a capacidade de polarizar a resposta das células T, promovendo uma resposta
Thl ou Th2. Inicialmente, os padrdes moleculares associados a patégenos (PAMP) presentes
nos micro-organismos sao reconhecidos pelos TLR para o processamento e apresentacdo do
antigeno principalmente em patdgenos intracelulares (Brandonisio et al., 2004), secretando
principalmente IL-12 ativando o fator de transcricdo STAT4 estimulando a producdo de IFN-
v, TNF-a e IL-2, caracteristico do perfil Th1l. Analogamente, o desenvolvimento da resposta
Th2 é caracterizada pela producéo da citocina IL-4 ou IL-10, ativando o fator de transcricdo
STATG6 promovendo a producéo de IL-5, IL-6, IL-13 e TGF-p entre outras (Sankar, 2013)
(Figura 4).
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Figura 4: Modelo de resposta Thl/ Th2 em camundongo Figura “adaptada de Sacks & Noben-Trauth, 2002 .

As DCs, estdo implicadas também no desenvolvimento na tolerancia imunoldgica,
através da indugdo de apoptose de células T auto-reativas no timo (tolerancia central) e pela
indugdo de tolerancia, anergia ou delecdo por meio da cooperagdo com as células T
reguladoras (Treg) na periferia (tolerancia periférica). Essas células se caracterizam por
apresentarem uma expressao baixa de moléculas co-estimulatérias e moléculas do MHC-II,
secretando altas concentracdes de IL-10 e TGF-f as quais inibem a resposta Th1, promovendo
a geracdo de ceélulas Treg (Bettini & Vignali, 2010; Bettini & Vignali, 2010; Chung et
al.,2013).
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O lumen intestinal tem grandes quantidades de antigenos desde bactérias comensais,
componentes da dieta até microorganismos patogénicos. As DCs presentes na mucosa,
participam no processo de homeostasia, induzindo tolerancia a antigenos inofensivos,
inicializando uma imunidade protetora contra patdgenos intestinais e evitando doencas tais
como, a doenca celiaca e as doencas inflamatdrias cronicas (Doenca de Crohn e colites). As
DCs estéo localizadas em toda a lamina intestinal, e encontram-se associadas ao tecido do
intestino linféide (GALT), placas de Peyer (PPS), foliculos linfoides (ILFS) e linfonodos
mesentéricos (MLNs) (Persson et al., 2013). Essa protecdo ¢ mantida por dois tipos de
fendtipos reportados de DCs presentes nas mucosas, as DCs CD103+ que promovem a
geracdo de células Treg CD4+Foxp3+, via acido retindico (RA), um metabolito derivado da
vitamina A e dependente de TGF-B, além da produg¢do da imunoglobulina IgA a qual esta
condicionada a sintese de RA; e as DCs CX3CR1+, promovendo a diferenciacdo das células
T CD8 em presenca das citocinas IL-10, 1L-13, e IL-9 (Chang, & Kweon, 2014).

Além disso, todos os 6rgdos (rim, pancreas, figado, baco, intestino, estomago, pulméao,
coracdo ovarios, testiculos e céerebro) e tecidos (derme, ossos, medula 6ssea, ileo) abrigam
uma rede de células fagociticas, macréfagos ou DCs. Essas células apresentam varias funcdes
fisiologicas importantes durante a homeostase, sendo as DCs sensores e sentinelas da
tolerancia periférica, devido a sua capacidade de processar antigenos préprios e fornecer
sinais de tolerancia para as células T, protegendo o hospedeiro de patégenos e evitando uma
manifestacdo imunopatologia exacerbada a qual seria controlada por estimulos anti-
inflamatorios, direcionando ao mesmo tempo o reparo, a manutencdo e a regeneracdo do
orgao/ tecido afetado (Lech et al., 2012).

Varios estudos sugerem a imunoterapia com DCs como ferramenta para combater
doencas infecciosas (Brandonisio et al., 2004), pois o papel central esta na producéo de I1L-12
pelas DCs que promovem o desenvolvimento de células T CD4+ Thl, sendo essa citocina um
adjuvante para as vacinas contra a Leishmanioses (Okwor & Uzonna, 2009), além de ajudar
na reducdo do nimero de amastigotas no bago e no figado. Assim, a imunoterapia com DCs
associadas a um medicamento antimonial, tem sido muito efetivo no controle da LV em
murinos, ja que o tratamento com stibogluconato de sddio mais DCs eletroporadas com
antigenos de L. donovani, resulta na completa eliminacdo do parasito (EI-On, 2009). Além
disso, também é utilizado como um tratamento alternativo para o cancer (Aloysius, Takhar,
Robins, & Eremin, 2006). A imunoterapia tumoral consiste na utilizacdo de elementos do

sistema imunoldgico para eliminar ou neutralizar células tumorais ou fatores que ajudem a
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sobrevivéncia do tumor, sem danificar as células normais, reduzindo os efeitos colaterais
(Riether et al., 2013). Assim, foram desenvolvidas estratégias com o objetivo de estimular
respostas imunes como por exemplo a utilizacdo de citocinas (IFN-y, IL-12, TNF-o0. e GM-
CSF) como potentes agentes moduladores envolvidos na homeostasia imunoldgica e
regulacdo da resposta inflamatoria (Christian & Hunter, 2012); a utilizacdo de anticorpos
monoclonais (mAbs) para estimular a produgdo de anticorpos especificos para antigenos
expressos por células tumorais (Murray & Shuptrine, 2013); e a estratégia baseada na
mobilizacdo de células no sistema imunologico, usando DCs, capazes de induzir uma resposta
imune celular pela potente capacidade de apresentar antigenos aos linfécitos T virgens, pois ,
sdo as principais produtoras de 1L-12 e outras citocinas como GM-CSF, TGF-p, IL-1p, IL-6 e
IL-23 mediando o desenvolvimento das células T para uma resposta Thl ou Th2 e a
proliferacdo de linfocitos T citotdxicos, e ainda promovendo a tolerancia periférica. Isso, tem
suscitado um grande interesse na utilizacdo destas células em terapias que apontam bloquear
as respostas imunoldgicas exacerbadas, como as que acorrem nas doencas autoimunes,
alergias e rejeicdo de transplantes (Skalova et al., 2010; Nguyen-Pham et al.,2012). Assim,
existem alguns pontos chaves no melhoramento da eficacia da imunoterapia baseada nas DCs:
1) aumentar a maturagéo e a ativacdo das DCs por citocinas que polarizam o perfil Thl e por
indutores do receptor TLR; ii) aumentar a apresentacdo cruzada de antigenos tumorais pelas
DCs; iii) bloquear a atividade imunossupressora, que pode ser criada pelo microambiente
tumoral; iv) Regulacdo da ativacdo de células Treg; e v) a regulacdo das caracteristicas
migratorias das DC, através da estimulacdo da expressdo de CCR7 (Nguyen-Pham et al.,
2012). As DCs usadas tradicionalmente para imunoterapia sdo obtidas a partir de células
mononucleares de sangue periférico (CMSP) de pacientes, e sua maturacdo é induzida pela
combinacdo de citocinas pro-inflamatdrias e por receptores do tipo Toll. Recentemente estdo
implementando novas metodologias para a geracdo de DCs a partir de células tronco
pluripotentes humanas (hPSCs) em larga escala usando biorreatores, essa abordagem poderia
gerar um numero elevado de DCs, o que ajudaria a melhorar ao tratamento (Li et al., 2014).

1.7.1 Imunorregulacao

Varios eventos acontecem durante a interacdo patdgeno-hospedeiro, especialmente na
infeccdo causada pelos parasitos do género Leishmania, os quais, ativam varios componentes

do sistema imune. Entre eles, encontram-se a maquinaria celular como os neutréfilos e células
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apresentadoras de antigenos (macrdéfagos e DCs); a ativagdo do sistema complemento e a
presenca dos mediadores inflamatdrios, como prostaglandinas e leucotrienos, desencadeando
uma resposta primaria ou inata para o controle da infeccdo. Ao entrarem em contato 0s
componentes da resposta imune inata com os parasitos de Leishmania, ocorre a inducdo de
uma resposta mais especifica, desencadeando uma resposta imune adquirida, onde os
linfocitos T e B sdo os principais atores, induzindo, desta forma, resisténcia contra a infecgéo,
bem como susceptibilidade (Barral & Costa, 2011)

Apo6s o repasto do inseto vetor, formas promastigotas sdo injetadas na pele do
hospedeiro, ativando o sistema complemento. Esta ativacdo pode causar a morte sobretudo
das espécies que causam manifestacfes cutaneas, em relacdo as espécies de Leishmania
causadoras da doenca visceral, pois elas tem altas possibilidades de sobrevivéncia, sendo mais
resistentes a lise pelo sistema complemento. Posteriormente o parasito é fagocitado (primeiros
minutos de interacdo), e encontra-se dentro de um compartimento &cido, chamado vacuolo
parasitéforo (VP). Tais vactolos amadurecem quando fusionam com as vesiculas da via
endocitica, endossomos tardios ou lisossomos da célula hospedeira, assim, os macrofagos
ativam 0s mecanismos microbicidas como é a geracdo das espécies reativas de oxigénio
(ROS) (radical superdxido e peroxido de hidrogénio) as quais sdo mediadas pelo nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate-oxidase (NADPH), necessarios para o controle do parasito.
Portanto, apds a internalizacdo pelos macréfagos, promastigotas de Leishmania conseguem
inibir a biogénese do fagolisossomo. O fator principal dessa inibicdo é o glicolipido
lipofosfoglicano (LPG). Esse glicolipido tem um impacto profundo sobre o fagossoma,
causando acumulo perifagosomal de F-actina, que provoca o rompimento dos lipideos
fagolisossomais e consequentemente a inibicdo da acdo da NADPH oxidase, dessa forma, o
impedimento da formagdo do fagolisossomo, sendo uma estratégia de sobrevivéncia dos
parasitos de Leishmania dentro dos macréfagos (Moradin & Descoteaux, 2012) .

Assim, formas promastigotas metaciclicas sdo mais resistentes a lise, ativando a via
classica do complemento (Awasthi et al.,2004) , pois, durante a metaciclogénese sofrem
diversas modificagdes morfologicas, bioquimicas e fenotipicas que aumentam sua viruléncia e
resisténcia , havendo um espessamento do glicocalice composto basicamente por
lipofosfoglicano (LPG), além do glicosilinositol fosfato (GIPLs), o qual também ajuda a
protecdo da destruicdo pelos macrofagos permitindo a multiplicacdo e sobrevivéncia dentro
do ambiente hostil do fagolisossomo (Isnard et al., 2012). Por outro lado, 0os promastigotas

prociclicos, sdo altamente sensiveis & acdo da lise do complemento através da via alternativa,
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pois, expressam poucas moléculas de LPG (Awasthi et al., 2004). Portanto, o sistema
complemento, é uma das primeiras barreiras do sistema imune inato que o parasito necessita

ultrapassar para que a infeccdo seja bem sucedida (Isnard et al., 2012).

A lise mediada pelo sistema do complemento para o controle de patdégenos é realmente
importante na imunidade inata. Estudos realizados demostram que Leishmania sp. tem
desenvolvido mecanismos de evasdo a acdo da lise pelo sistema do complemento. Assim,
formas promastigotas metacicilcas sdo capazes de inativar enzimaticamente o fragmento C3b
do complemento através da metalloproteinase de 63 kDa (GP63), gerando o componente
inativo do complemento C3bi. Imediatamente este fragmento ligado a superficie toda das
formas promastigotas, desencadeando um processo chamado de opsonizacdo, que facilita a
fagocitose. Logo depois, essas formas que ja foram opsonizadas pela porcdo C3bi, sdo
capazes de se ligar aos receptores do complemento CR1 e/ou CR3, presentes em células
fagociticas (macrofagos e neutrofilos), tendo como consequéncia a inativacdo da acdo do
complemento, portanto favorecendo a sobrevivéncia do parasito, conseguindo infectar outras
células do hospedeiro sem causar uma resposta inflamatéria a entrada do patégeno (Isnard et
al., 2012).

Embora, os macréfagos sejam as principais células hospedeiras para a Leishmania e as
primeiras em serem infectados (Moradin & Descoteaux, 2012), os neutréfilos migram
rapidamente e em grande quantidade para o local da infeccdo fagocitando parasitos de
Leishmania, ativando mecanismos microbicidas e sintetizando quimiocinas e citocinas, 0s
quais podem propiciar o controle inicial da infeccdo (Charmoy et al.,2010) Por conseguinte,
estudos realizados in vivo demostram que, camundongos BALB/c infectados com L.
braziliensis na superficie da pele da orelha, apresentaram uma lesdo cutanea no local da
inoculacdo e por meio de estudos histopatoldgicos foi demostrado a presenca de neutréfilos
no local da infeccdo (Moura et al., 2005). Deste modo, observou-se em experimentos in vivo
que a deplecédo de neutrofilos aumentam a carga parasitaria em camundongos BALB/c. Entre
tanto, apds a inoculacdo de parasitos e neutrdfilos vivos, houve uma diminuicdo da carga
parasitaria no sito da lesdo e nos linfonodos (Novais et al., 2009). Experimentos in vitro
também confirmam o papel deste tipo celular. Co-culturas de neutréfilos vivos e macrofagos
infectados com L. braziliensis, demostraram uma diminuicdo na infeccdo de macrofagos o
que estava associado a producdo de TNF-alfa e de superoxido (Novais et al., 2009). Acredita-
se que a atividade leishmanicida é dependente da producdo de TNF-a e clastase dos

neutrdfilos (Afonso et al., 2008), mas a liberacdo de elastase inibe a agdo imunomoduladora
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das DCs diferenciadas a partir de mondcitos humanos, ja que aumentam os niveis de TGF-
(Maffia et al., 2007).

Outros estudos recentes, tém focado suas pesquisas nos complexos ligante-receptores
que inibem o sistema imunoldgico, entre eles, encontra-se 0 CD200L e seu receptor CD200R,
uma glicoproteina de superficie celular da superfamilia das imunoglobulinas expressas em
varios tipos de células, particularmente em células linfoides, neurénios e endotélio. Assim,
demostraram que L. amazonensis, mas ndo L. major, tem a capacidade de induzir a expressao
de CD200 nos macrofagos, resultando na supressdo das respostas microbicidas dos
macrofagos (iNOS) trazendo como consequéncia a sobrevivéncia do parasito intracelular
(Cortez et al., 2012).

A interacdo DCs- patdgeno, é inicializada pelo reconhecimento entre os receptores das
DCs e os padroes moleculares associados a patégenos (PAMPs), incluindo lipopolisacarideo
(LPS), glicolipidios e acidos nucleicos. Os sinais estabelecidos através dos receptores tipo
Toll (TLRs), podem induzir a maturacdo celular e a producdo de citocinas, proporcionando
uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa. Para a sinalizagdo na infeccdo com
Leishmania acontecer é necessario uma proteina adaptadora MyD88, a qual esta implicada em
varias vias dos TLR, incluindo TLR2, TLR4, TLR7 e TLR9. Por exemplo, MyD88 e TLR4
contribuem para o controle de L. major em camundongos C57BL/6. O TLR9 esta envolvido
na ativacdo das células NK em modelo animal da leishmaniose visceral (L. donovani) e em
leishmaniose cutdnea (L. major e L. braziliensis) (Vargas-Inchaustegui et al., 2009),
sugerindo que a expressdo de TLR9 estd diretamente associada com o tamanho da lesdo em
pacientes com LC (Vieira et al., 2013). Adicionalmente, tanto a liberacdo de IL-12 quanto de
IFN-0/p indicam que as mDCs e pDCs sdo estritamente dependentes da sinalizacao por TLR9
apos a estimulacdo com L. major, L. braziliensis ou L. infantum (Liese et al., 2007). Da
mesma forma, TLR2 é importante na ativacdo in vitro das células NK humanas, quando séo
estimuladas com o LPG de L. major. Assim, trabalhos demostram que MyD88 ¢é
indispensavel na geracdo de uma imunidade protetora para L. braziliensis (Vargas-
Inchaustegui et al., 2009; Bogdan,C 2012) e que o TLR2 é o TLR mais comum expressado

pelos macrofagos na forma ativa da infeccdo em pacientes com LTA (Tuon et al.,2012).

Durante a infecgdo, a interagdo Leishmania- células dendriticas & complexa, pois
envolve uma série de eventos de sinalizagdo celular e producdo de citocinas que podem

estimular ou inibir as respostas das células T, tendo como consequéncia o controle ou a
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progressdo da doenca (Liu & Uzonna, 2012; de Assis et al., 2012). A magnitude e perfil da
ativacdo das células dendriticas varia dependendo das espécies e cepas de Leishmania
(Markikou-Ouni et al., 2012), das diferentes subpopulacdes de DCs e do estimulo exdgeno
(de Oliveira et al.,2012). Diversas populaces de celulas dendriticas estdo envolvidas na
resposta a infecgdo. Estudos demostram que mDCs e pDCs podem ser essenciais para
ativacdo in vivo de células NK por Leishmania, por sua capacidade de liberar grandes
quantidades de IL-12 e IFN-y (Liese et al., 2008).

DCs tem a capacidade de controlar o catabolismo do triptofano, por meio da enzima
indoleamina 2, 3 oxigenase (IDO), que converte o triptofano em kynurenine, como
mecanismo de regulacdo imunoldgica. Assim, IDO produzido pelas DCs inibe os niveis locais
de triptofano durante o desenvolvimento policlonal das células T, bloqueando a proliferacdo
das mesmas. Portanto, foi demostrado que a infecgdo de Leishmania induz a produgéo de IDO
pelas DCs derivadas de mondcitos humanos, sugerindo um mecanismo de escape do parasito

a acdo do sistema imune, favorecendo sua sobrevivéncia (Donovan et al., 2012).

DCs séo a fonte principal de 1L-12 na infeccdo provocada por Leishmania, quando as
células T CD4+ estimuladas, direcionam o estimulo para o perfil Thl, causando a resisténcia
na leishmaniose (Carvalho et al.,2008). De fato, DCs derivadas da pele de camundongos
C57BL/6, foram reconhecidas como fonte principal de 1L-12p40, ap6s a infeccdo por L.
major (Brandonisio et al., 2004). A producédo de IL-12 e a matura¢do de DCs na infecgéo de
Leishmania, depende do subtipo de DC e da espécie do parasito. Por exemplo, a infec¢do in
vitro de DCs derivadas de medula 6ssea com promastigotas de L. mexicana, apresentam uma
falha ndo simplesmente na producdo de IL-12 mas também na ativacdo de DCs imaturas. Por
outro lado, DCs esplénicas murinas, apresentam uma habilidade para produzir IL-12 levando
até o fim o processo de internalizacdo e fagocitose para o controle de amastigotas de L. major
(Brandonisio et al., 2004). Em humanos, a producdo de IL-12p70 por mDCs infectadas com
L. major € um processo dependente de CD40/CD40L. De fato, quando DCs fagocitam
promastigotas metaciclicas de L.major apresentam um aumento na expressdo de moléculas de
superficie tais como HLA-DR, CD-86 e CD40 sugerindo o processo de maturacdo (Marovich
et al., 2000).

As infecgOes causadas por L. braziliensis em humanos, tem sido associadas com uma
exagerada resposta imune para o controle do parasito, o qual esta associado com a expansao

das células T CD4+ Thl. Por serem produtoras de IFN-y podem causar resposta exacerbada,
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apresentando uma grave imunopatologia conhecida como leishmaniose mucosa (LM) (Tuon
et al., 2008). Estudos anteriores indicam, que macrofagos infectados com L. braziliensis ou L.
amazonensis, aumentam a producdo de IFN-B, independente do 6xido nitrico endégeno ou
exogeno. Paralelamente, IFN-B reduz significativamente a liberagdo de perdxido tanto em
macréfagos humanos ndo infectados como nos infectados. Essa diminuigdo foi observada, no
aumento dos niveis da proteina superoxido dismutase (SOD1). De acordo com a infeccdo in
vivo usando parasitos L. braziliensis, é possivel detectar niveis altos de IFN-y e IL-17
secretado pelas células T CD4+, levando a auto-cura em leishmaniose cutanea (Khouri et al.,
2009). Conjuntamente, TNF-o tem um papel fundamental na patogénese, pois, células
mononucleares de sangue periférico (CMSP) de pacientes com LM secretam altos niveis de
TNF-0 em relagdo aos individuos com LC (Oliveira et al., 2011; Carvalho et al., 2008), além
da producdo de altos niveis significativos CXCL10 e CCL4 (de Oliveira et al., 2012). Por
outro lado, DCs derivadas de medula 6ssea de camundongos em co-cultura com L.
braziliensis, regulam a expressdo de marcadores de ativacdo das DCs e produzem niveis
consideraveis de IL-12 e TNF-a (Carvalho et al., 2008).

A relagdo entre o processo inflamatorio e uma resposta imune, especifica e eficaz é
complexa, sendo importante no resultado final da doenca. IL-1 é uma citocina pro-
inflamatdria similar a citocina TNF-o. Ambas sdo consideradas citocinas de alerta secretada
pelos macrofagos, principalmente aqueles residentes nos tecidos. A IL-1 inicia 0 processo
inflamatorio pela indugdo da expressdo de moléculas de adesdo nas células endoteliais e nos
leucdcitos (Voronov et al., 2010). A producdo de IL-1B é importante para a resisténcia da
infeccdo, através do receptor IL-1R e da proteina adaptadora MyD88, os quais contribuem a
sintese de Oxido nitrico sintase para a producdo de Oxido nitrico, um dos principais
mediadores de defesa contra Leishmania spp (Lima-Junior et al., 2013). Pesquisas atuais,
mostram que um incremento significativo na producdo de IL-1p nos monocitos purificados a
partir de células mononucleares de sangue periférico e o acréscimo dessa citocina no soro de
pacientes com LCD é maior em relacdo com os pacientes que apresentam LC, causadas por L.
mexicana, esse incremento esta associado diretamente a carga parasitaria, portanto, IL-1p tem
desempenhado um papel critico na determinacdo da severidade da doenca nos pacientes com
LCD (Fernandez-Figueroa et al., 2012).

Varios mediadores inflamatorios produzidos pelo hospedeiro podem contribuir para
severidade da infeccdo por meio do aumento do recrutamento celular, mas IL-10 é uma

importante citocina anti-inflamatéria que ajuda ao controle exacerbado da resposta
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inflamatoria, caracteristico da forma cuténea localizada causada por L. braziliensis que induz
a producdo de CXCL-10 e IL-10 em células mononucleares de sangue periférico humano e
macrofagos. Adicionalmente, TGF-B tem um papel fundamental na desativagdo de
macrofagos, permitindo um aumento na carga parasitaria, sendo tal efeito observado no

modelo experimental da infec¢do por L. amazonensis (de Oliveira et al.,2012).

Como foi mencionado anteriormente, DCs sdo as mediadoras da resposta imune
adaptativa, a qual, pode ser protetora ou ndo, e basicamente esta associado a polarizacao da
resposta atraves das citocinas como mediadoras para desenvolver uma resposta Thl, Th2 ou
Treg. Por meio, de estudos em camundongos como modelo experimental, tem-se visto que
camundongos BALB/C infectados com L. major mostraram-se susceptiveis a infeccdo, pois
foram associados a alta producdo de IL-4 (Th2), IL-10 (Treg) e TGF-B (Sacks & Noben-
Trauth, 2002), portanto, essas citocinas sdo supressoras da resposta imune celular, auxiliando
a progressdo da doenca. O efeito oposto, foi observado em camundongos C57BL/6, ja que
apresentaram resisténcia a infeccdo com a mesma espécie de Leishmania, esses, apresentaram
lesbes auto- cicatrizantes com maior producdo de IL-12 e IFN-y (Thl) (Voronov et al., 2010).
Estes, experimentos permitiram caracterizar o perfil imunoldgico das respostas Thl e Th2
(Alexander & Bryson, 2005).

Camundongos C57BL/6 resistentes a infeccdo com L.major exibem uma carga
parasitaria baixa no sitio da lesdo, e a0 mesmo tempo manifestam uma fase silenciosa na qual
0S parasitos encontram-se em expansdo antes de aparecer a lesdo e atividade imune. Este
fendmeno, pode ser favorecido por varios mecanismos de evasdo, como a inibicdo da
maturacdo das DCs ou a presenca das células T regulatérias (Treg). De fato, durante a
infeccdo com L. major em camundongos, ha uma acumulo de células Treg CD4+CD25+
dependentes de IL-10 onde os niveis de IL-12 sdo inibidos e, consequentemente, a acdo das
células T efetoras, gerando um atraso na resposta imune e favorecendo a expansao do parasito
(Belkaid, 2003). Além disso, curiosamente, parasitos sdo eliminados do sito da infeccdo apos
a cura da lesdo em camundongos BALB/c infetados com L. braziliensis na derme, mas
persistindo dentro dos linfonodos, sendo descritas a presenca de células T CD4+CD25+ que
expressam marcadores de regulacdo Foxp3, GITR, e CD103, sugerindo mecanismos
imunoregulatorios que permitem a sobrevivéncia do parasito (Falcdo et al., 2012). Alguns
estudos, tem sido direcionados na avaliacdo do papel das Treg na LCD causada pelas espécies
do subgénero viannia e o papel que desempenham na resolucdo das lesdes cronicas ap0s o

tratamento com antimoniais pentavalentes. Portanto, observou-se que a ndo regulacdo de IFN-
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v pelas Treg encontra-se associada ao desenvolvimento cronico da doenca, enquanto, um
incremento na funcdo das Treg apds o tratamento esta relacionado a cura das lesdes
(Rodriguez-Pinto et al., 2012).

As células T CD8+, também podem contribuir ao controle ou a progressdo da doenga.
Este tipo de células podem ser classificadas em dois subtipos Tcl e Tc2. Tclé capaz de
destruir células infectadas com Leishmania por meio da ativacdo de perforinas e mecanismos
relacionados com a expressdo do Fas/CD95L, iniciando o processo de apoptose pela ativacdo
da via da caspase 8 (Smy, 2002). Além disso, possuem uma alta capacidade de producédo de
IFN-y e TNF-a (C. L. de Oliveira & Brodskyn, 2012). Trabalhos realizados, verificaram que a
leishmaniose cutdnea humana causada por L. braziliensis, em estado avancado, mostra maior
presenca de linfocitos CD8+ expressando granzima A, em relacdo com os estagios iniciais da
doenca, tendo uma estreita relagdo com o processo inflamat6rio e progressdo da infeccao
(Faria et al., 2009).

Outros estudos revelam que, células obtidas dos linfonodos de pacientes com LCL néo
ulceradas (fase inicial), registram alta presenca de neutrofilos, eosindfilos e células T CD8+.
Por outro lado, células B CD19+ e plasmoécitos sdo observadas com maior frequéncia em
pacientes com linfadenopatia apresentando ulceracdes (fase cronica). Consequentemente,
altos niveis da citocina IL-10 na fase crbnica é a responsavel por regular a expansdo do dano
tecidual. Também observam-se niveis altos e similares de IFN-y e IL-4 em pacientes com
LCL e LM, resultando em um perfil cruzado na ativacdo da resposta Th1-Th2 (de Oliveira et
al.,2012).

1.7.2 Mecanismos de escape -Morte Celular Programada (MCP)

A morte celular programada é um processo chave no desenvolvimento, manutengao e
homeostase dos tecidos, sendo um processo essencial nos organismos multicelulares, que em
situacgdes fisiologicas contribui em processos como embriogénese, metamorfose (em animais),
regulagdo do desenvolvimento e renovagédo celular e eliminagdo de patdgenos (Suzanne &
Steller, 2013)

Existem cinco tipos de MCP descritos até o0 momento, caracterizadas por diferentes

eventos bioquimicos e morfoldgicos, os quais sdo: i) A autofagia, processo que ocorre em
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resposta a um estresse metabdlico, resultando na degradacdo de componentes celulares o que
leva a formacdo dos autofagossomos, os quais irdo se fusionar com os lisossomos e, logo
depois, o contetdo deles é degradado pelas hidrolases lisossomais; ii) a necrose, onde as
células sofrem aumento de volume celular, agregacdo da cromatina, desorganizacdo do
citoplasma, perda da integridade da membrana citoplasmatica e consequentemente ruptura
celular. Durante a necrose, as células vizinhas também sdo afetadas, causando uma reacgao
inflamatdria local; iii) A senescéncia, como processo metabolico ativo essencial para o
envelhecimento, envolvendo a deterioracdo dos teldmeros ativando genes supressores
tumorais; iv) a mitose catastréfica, envolvendo uma mitose aberrante, resultando em uma
segregacdo cromossémica erronea. Geralmente, ndo é considerada uma forma de morte, mas
sim uma sinalizacao irreversivel para a morte (Weaver & Cleveland, 2005); e v) a apoptose,
onde a célula morre por clivagem do DNA, condensacdo e fragmentacdo do ndcleo, formacéo
de prolongamentos (blebs) na membrana celular, concentracdo citoplasmaética e vesiculagédo
da membrana, que leva a fagocitose da célula sem induzir resposta inflamatéria. Este tipo de
morte é importante no desenvolvimento de linfocitos na regulagéo das respostas dos linfdcitos
a antigenos estranhos e na manutencdo de tolerancia a auto antigenos (Abbas et al., 2011)
(Grivicich, Regner, & Rocha, 2007). A apoptose € um processo essencial nos organismos
multicelulares, importante na remocdo de células indesejadas e na regulacdo do nimero de
células do organismo, ocorrendo também em organismos unicelulares, apresentando as

mesmas caracteristicas encontradas em metazoarios (Horikawa, 2011).

A apoptose também pode ser iniciada quando a célula é exposta a circunstancias
exogenas como por exemplo a lesdo do DNA por radiacdo ou toxinas quimicas, situacdes de
lesdo celular, infeccdo e auséncia de fatores de crescimento (Grivicich et al.,2007). Assim, a
apoptose é uma forma de morte celular extremamente regulada e de grande eficiéncia, que
requer a interacdo de inumeros fatores. As alteracdes morfolégicas observadas séo
consequéncia de uma cascata de eventos moleculares e bioquimicos especificos e
geneticamente regulados (Grivicich et al., 2007). A inducdo da morte esta geralmente ligada a
ativacdo de um conjunto de enzimas proteoliticas chamadas caspases (Cysteinyl ASPartate-
specific proteinASE) (Horikawa, 2011), que séo cisteino proteases que clivam proteinas
imediatamente apds residuos de &cido aspartico (Dorn, 2013).

Existem duas vias principais que levam a apoptose: i) a via mitocondrial ou intrinseca,
que é ativada por estresse intracelular ou extracelular como a deficiéncia de fatores de

crescimento, danos no DNA, hipdxia ou ativacdo da oncogénese, isso, envolve a inducdo de
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proteinas especializadas que induzem o vazamento mitocondrial, aumentando sua
permeabilidade por causa da diferenca de potencial, e consequentemente a liberacdo de
moléculas pro-apoptoticas para o citoplasma. A instabilidade da diferenca de potencial leva a
perda da homeostasia celular, interrompendo a sintese de ATP e aumentando as espécies
reativas do oxigeno (ROS), tendo como consequéncia a oxidacdo de lipideos, proteinas e
acidos nucleicos. A permeabilidade da membrana, induz a liberacdo do citocromo ¢ para o
citoplasma, fazendo com que ocorra um desacoplamento da cadeia respiratoria, ativando a
apoptose. Uma vez o citocromo ¢ no citosol forma um complexo com a proteina chamada
fator ativador da apoptose 1 (APAF), formando o apoptosomo, o qual ativa a pro-caspase 9,
liberando a forma ativa da caspase 9. Uma vez ativada, a caspase-9 ativa a caspase-3 que vai
ocasionar a apoptose (Marifio et al.,2014). A familia Bcl-2 é uma familia de proteinas
indutoras e repressoras da morte por apoptose participando na regulagéo e estdo divididas em
trés grupos: a) Bcl-2 e Bcl-XL , como proteinas anti-apoptéticas de multiplos dominios,
localizadas na membrana mitocondrial externa, ajudando na estabilidade; b) Bax e Bak, como
proteinas pré-apoptoticas com multiplos dominios, mas essas proteinas ativadas podem
romper a membrana externa da mitocondria; e ¢) BH3, que apresenta dominio Unico,
funcionando como sensores de stress , tendo a capacidade de se ligar a proteinas pré e anti-
apoptéticas (Grivicich et al., 2007). Essa proteina pode ser ativada por estimulos
transcricionais (ativacdo da p53) e pos-transcricionais (fosforilacdo ou protedlise) (Marifio et
al.,2014). E ii) a via do receptor da morte ou extrinseca, que € ativada pela ligacdo a
receptores de superficie de membrana da familia do fator de necrose tumoral (TNF): O
receptor 1 do fator de necroses tumoral (rTNFR-1), Fas/CD95, receptor do ligante indutor da
apoptose relacionado com TNF (TRAIL).A comunicagéo entre eles resulta no recrutamento
de varias proteinas, incluindo o dominio de morte associada a TNFR1 (TRADD) e o dominio
FAS-associado a morte (FADD), que tem a capacidade de recrutar a caspase-8 que ira ativar a

caspase-3, executando a morte por apoptose (Marifio et al.,2014).

Em condicdes fisioldgicas, células caracterizadas por perda do potencial de membrana
da mitocondria, alteracdes estruturais de membrana, degradacdo do DNA, condensacédo da
cromatina nuclear, formacdo de extrusdes e formacdo de corpos apoptoticos (células em
apoptoses ou necrose) além dos patdégenos (Grivicich et al., 2007), sdo rapidamente
reconhecidas por células fagociticas profissionais como os macrofagos e as DCs (Poon et
al.,2010). Esse reconhecimento, acontece devido & exposicdo de ligantes na superficie da

célula, conhecidos como padrdes moleculares associados a apoptose, como a fosfatidilserina

44



(PS) (Savill & Fadok, 2000; Peng et al., 2001). Apds o reconhecimento das células em
apoptose é desencadeado rapidamente um processo de fagocitose e de digestdo intracelular
provocando uma resposta anti-inflamatoria, induzindo a producdo de TGF-B, PGE2 e a
diminuicdo nos niveis de TNF-a das células fagociticas ativadas (macrofagos) (Savill &
Fadok, 2000).

Adicionalmente, os neutrofilos sdo leucdcitos de vida curta que morrem por apoptose,
necrose ou NETose. Um processo onde os neutrofilos liberam fibras de DNA, histonas e
proteinas granulares chamadas redes de neutrofilos extracelulares (NETS), os quais, podem
matar bactéria ou fungo, assim, tem reportado que promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis sdo capazes de induzir a formacdo de NETs em neutréfilos humanos,
desencadeando um processo leishmanicida. Além disso, o LPG de Leishmania sp. também
induz a formagdo dos NETs em neutrofilos, causando o mesmo efeito (Guimaraes-Costa et
al., 2009).

Alguns ensaios realizados com L. amazonensis, demostram que, macrofagos
infectados com essa espécie de Leishmania fagocitam neutr6filos apoptéticos humanos
causando um aumento na carga parasitaria, dependentes de TGF-B e PGE2, mas quando,
macrofagos infectados fagocitam neutrofilos em estado de necrose, é favorecida a morte de L.
amazonensis, um processo dependente de TNF-a e elastase produzido pelos neutréfilos o qual

esta associado a producdo de peroxido (Afonso et al., 2008).

Estudos em Leishmania mostraram que este parasita é capaz de mimetizar a apoptose
por meio da exposicao de fosfatidilserina (PS), como um dos mecanismos adaptativos para
estabelecer a infeccdo em mamiferos (El-Hani et al., 2012). Existe um fendmeno chamado
"mimetismo apoptotico”, que foi observado em formas amastigotas de L. amazonensis, as
quais foram isoladas das lesdes de camundongos infectados, havendo exposicdo de
fosfatidilserina na superficie como caracteristica do processo apoptético. Deste modo, a
fosfatidilserina na superficie das formas amastigotas de L. amazonensis serve como um
ligante, facilitando o reconhecimento pelos macrofagos que ativa rapidamente o processo
endocitico, causando a ativagdo do sistema anti-inflamatorio dos macréfagos, produzindo
TGF-B ¢ IL-10 que ao mesmo tempo reduz a sintese de oxido nitrico (NO). Assim, ha a
formagcdo de um ambiente favoravel para as amastigotas dentro dos macrofagos com
consequente multiplicagdo do parasito intracelular. (El-Hani et al., 2012). De tal modo,

estudos demostram que as manifestagdes clinicas estdo relacionadas com as moléculas de
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superficie dos parasitos, pois, foi observado uma maior exposicdo de PS em parasitos (L.
braziliensis) isolados de pacientes com LC em relagdo com os parasitos isolados de pacientes
com LM, o que poderia explicar a agressividade das lesdes, ja que as ulceragcdes cutaneas sao

menos graves que as lesdes cutaneas-mucosas (Farias et al., 2013).

Mecanismos semelhantes tem sido desenvolvido em outros tipos de parasitos como T.
gondii (Seabra et al., 2004) e T. cruzi (Damatta et al., 2007), pois, a exposicdo de PS pelo
parasito inibe a sintese de NO pelos macrofagos durante a infeccdo, além disso, alguns virus
como o citomegalovirus, utilizam um mecanismo semelhante para conseguir entrar na célula
hospedeira (Soares, King, & Thorpe, 2008). Por outra parte, células tumorais também expdem
PS sem desencadear a a¢do apoptdtica, contribuindo na progressdo da doenca, ja que é inibido
0 processo inflamatorio, levando a um estado de imunossupressdo com a liberacdo de TGF-§,

citocina importante na progressao de tumores malignos (Lima et al., 2009).

Também, M. tuberculosis inibe a apoptose de neutrofilos, isso, dificulta o
reconhecimento da bactéria por DCs afetando sua maturacdo e a ativacdo das celulas T,
evitando a destruicdo de M. tuberculosis contribuindo na propagagéo da infecgdo (Blomgran
etal., 2012).

Linfdcitos T citotoxicos (CTL) e células NK sdo linfocitos efetores e compartilham
vias comuns citotoxicas, importantes para o controle de patdgenos. A primeira via, composta
por toxinas granulares citoplasmaticas com alta predominancia na ruptura da membrana,
chamada perforina, similarmente, a granzima, e que se encontra relacionada estruturalmente
com a familia das serino protease, a qual é secretada por exocitose. As duas em conjunto
(perforina- granzima) induzem apoptose nas células alvo, ativando a via das caspase (cisteino
proteases). A segunda via, a apoptose depende basicamente da via das caspase por meio do
receptor FAS(CD95) e o ligante FASL. A funcdo principal da via FAS-FASL é eliminar

linfécitos auto-reativos (Smy, 2002).

A analise de lesbes cutaneas causadas por L. braziliensis em pacientes na etapa inicial

e tardia da doenca mostrou que células granzima A+ e CD8+ granzima A+ apresentam
maiores porcentagens em pacientes com lesbes tardias em relacdo com o0s pacientes que
tinham lesGes iniciais. Esses dados, propdem uma alta frequéncia na expressao de granzima A
0 que tem concordancia com o nivel de destruicdo do tecido, portanto células CD8+ € a
populagéo envolvida neste processo (Faria et al., 2009). Outro trabalho similar foi reportado
recentemente demostrando que, a maioria de células T CD8+ granzima B+ presentes na leséo
46



de pacientes com LC, desencadeiam caracteristicas citotoxicas, o que esta correlacionado com
o0 dano tecidual e tamanho da lesdo; por outro lado, IFN -y ¢ produzido pelas células T CD4+,
citocina essencial para o controle e morte do parasito, mas essa expressdo nao esta
correlacionada com o dano tecidual. Assim, esses dados revelaram uma dicotomia na LC:
células T CD8+ granzima B+ medeiam o dano tecidual mais do que o controle do parasito,
em quanto que, células T CD4+ IFN -y+ medeiam a morte do parasito. Esses resultados sdo
importantes para a compreensdo da imunopatogenese da LC, pois, poderia contribuir para o

planejamento e/ ou desenho de diferentes tratamentos terapéuticos (Santos et al., 2013).

Por outro lado, existe a indugcdo da apoptose nas células do hospedeiro na presenca de
patdgenos, com o fim de criar um mecanismo de evasdo, favorecendo a infeccdo pelo
patégeno, a qual seria "silenciosa”, com a possibilidade de infectar novas células sem
desencadear um processo inflamatorio. Esses, mecanismos tém sido evidenciados em varios
agentes infecciosos. O virus de imunodeficiéncia humana (HIV), o qual induz apoptose em
linfdcitos infectados ou ndo com o virus, por meio da inibi¢do da expressao de proteinas Bcl-
2, pertencente a familia de proteinas anti-apoptoticas (Gougeon, 2003). Também, estudos
recentes, mostram que células epiteliais gastricas humanas sofrem apoptoses pela presenca de
H. pylori, pois, a bactéria induz ativacdo da via indutora da apoptose TRAIL pela inibicdo da
acdo da proteina FLIP (proteina anti-apoptotica), induzindo a ativacdo da caspase-8 e
consequentemente transmitindo o sinal de apoptose (Lin et al., 2014). Da mesma forma M.
tuberculosis, promove a apoptose em macrdfagos através da lipoproteina de 38kDa, a qual é
dependente da via das caspases, envolvendo TNF-a e FasL, além da super regulagdo dos
receptores de morte celular TNFR1, TNFR2 e Fas (Sanchez et al., 2009). Assim, trés espécies
gue sdo as responsaveis por causar leishmaniose cutanea L. major, L. aethiopica e L. tropica,
tem sido estudadas na inducdo de apoptose 48 e72 h ap0s a infecgdo pela exposicao de PS na
superficie, em macréfagos derivados de mondcitos humanos, esse evento foi confirmado pela
avaliacdo da integridade da membrana mitocondrial, observando uma instabilidade no
potencial eletroquimico de membrana e ativacdo da via das caspase (Getti et al., 2008).
Também, tem reportado que FasL e TRAIL, sdo expressos nas celulas da derme localizadas
nas lesdes ulceradas de LC causada por L. aethiopica, essa espécie de Leishmania induz
apoptose nos queratinocitos humanos, provocando um ambiente inflamatorio (Tasew et al.,
2010)

Finalmente, a visdo de controlar e eliminar doencas tropicais negligenciadas tem

alcangado um impulso significativo nos ultimos anos. A leishmaniose como parte desse grupo
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tem sido foco de estudo, com o fim de elucidar o perfil imunolégico da doenca,
implementando principalmente modelos murinos. DCs como principais células hospedeiras,
além dos macrdfagos, cumprem um papel fundamental quando interagem com esses parasitos,
pois inicializam e direcionam a respostas das celulas T, influenciando na evolucédo e no
resultado final da doenga, o qual depende de fatores do hospedeiro, do parasito e de fatores
ambientais, incluindo ai a funcdo do vetor. Neste contexto, é essencial compreender a
interacdo DCs- L. braziliensis para visar medidas profilaticas efetivas necessarias para o
controle do parasito nos hospedeiros vertebrados.
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2. JUSTIFICATIVA

A Leishmaniose é considerada uma doenca tropical negligenciada que acomete
grandes populacdes mundialmente. Nas Ameéricas, constitui um problema de satde publica
devido a sua morbidade e grande expansdo geografica. L. braziliensis é a espécie
etiologicamente mais importante responsavel pela Leishmaniose cutanea no Brasil. Logo, as
DCs sdo células apresentadoras de antigeno por exceléncia, capazes de criar uma ponte entre a
resposta imune inata e a adaptativa, além de ser as células hospedeiras desses parasitos.
Portanto, o estudo da caracterizacdo celular e imunolégica da interacdo DCs- L. braziliensis,
contribuem na construgdo do perfil imunoldgico da doenca e ajudam ao conhecimento da
fisiopatologia dos eventos inicias da interagdo, permitindo elucidar o comportamento do

sistema imune em resposta a infeccéo.

3. HIPOTESE

A interacdo de células dendriticas (DCs) humanas com Leishmania braziliensis,
desencadeia estimulos para a producdo de citocinas e expressdao de moléculas de superficie
envolvidas na resposta inflamatoria, podendo o parasito, induzir morte celular nas DCs como

mecanismo de evasao.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Estudar a interag&o in vitro entre células dendriticas humanas e Leishmania braziliensis,

4.2 Atividades

1. Avaliar o perfil de expressdo de moléculas de superficie em células dendriticas infectadas
por L. braziliensis

2. Quantificar a taxa de infecgdo de DCs infectadas por L. braziliensis.

3. Avaliar o perfil de secrecdo de citocinas apés a interacdo com L. braziliensis.

4. Avaliar a morte celular de DCs infectadas com L. braziliensis.

5. Extrair RNA das DCs expostas e ndo expostas a L. brasiliensis para analise da modulacao

gendmica funcional.
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5. METODOLOGIA

5.1 Desenho experimental

Coleta de sangue periférico de pacientes saudaveis

Re

{z,
Ny

1} - ..
—_— fg

Obtencdo de CMSP (Ficoll)

!

Purificacdo de monocitos CD14 v
(coluna magnética)

s

v

v

Cultura de células: Diferenciacdo de DCs (GM-CSF e IL-4)

|

Cytospin <—— Coleta e infecciio (1:10) de DCs com L. braziliensis (12 e 24 h)

Apos 12e24h
de infecgdo

Extragcdo de RNA (12 h),

\%Usando TriZol.
Analise: Bioanalyzer

Coleta de sobrenadantes e L.

ELISA.

Marcagdo de moléculas de superficie (12 e 24 h),
dosagem de citocinas por CD1a-FITC, HLA-DR-PE, CD-86-PE e CD209-PE.

2. Morte celular (24 h): Anexina V-FITC-PI

I ;

IL-12p40, TNF-q, IL-16, Adquisicao:FACsVerse.

IL-6, TL-10 ¢ TGF-p, Analise:FACSuite
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5.2 Obtencao de células mononucleares do sangue periférico (CMSP)

O sangue utilizado nesta pesquisa foi coletado de doadores voluntarios saudaveis apos
leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Anexol).
Portanto, 80 ml de sangue venoso foram coletados em tubos heparinizados. As células
mononucleares de sangue periférico (CMSPs) foram separadas por gradiente de densidade
utilizando Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) para gerar células dendriticas
a partir de monocitos (Ebstein et al., 2009). O sangue foi diluido na propor¢ao 1:2 com PBS
estéril e foi utilizado 12ml de ficoll. Apos a diluigdo o sangue foi vertido lentamente sobre o
ficoll, em seguida centrifugado a 400 x g por 30 minutos a temperatura ambiente, sem freio.
Apoés a centrifugacdo, a interface de leucocitos que se encontrava acima da camada de
hemacias e abaixo do plasma, foi coletada e lavada por trés vezes com tampao fosfato salina
(PBS) 1X, mediante rotacdes de 400 x g por 10 minutos a 4°C de temperatura. Apds a
obtencao das células, estas foram ressuspendidas em um volume conhecido de tampao fosfato
salina para posterior contagem. Preparou-se uma dilui¢do homogénea na propor¢ao 1:100 em
azul de tripan 0.4% (Sigma), logo depois, preencheu-se a cdmara de Neubauer com 10ul da
dilui¢do, para verificar viabilidade celular, ou seja, as células ndo vidveis com a membrana
celular comprometida deixam atravessar o corante para o interior da célula ficando na cor

azul, dessa forma, as células viaveis (ndo coradas) foram quantificadas.

5.3 Obtencao de mondcitos

Os mondcitos foram obtidos por separagdo magnética. Uma concentragio de 10’
CMSP foram ressuspendidas em tampao MACS (BSA 0.5%, EDTA 2Mm e PBS 1X com
pH=7.2) e marcadas com anticorpos anti-CD14 conjugados a microesferas como sugere o kit
CD14 MicroBeads Human (Miltenyi Biotec) (Ebsteinet al., 2009), logo foram passadas por
uma coluna magnética anti-CD14, para obter a fra¢do positiva CD14 (mondcitos). Com isso, a
fracdo CD14 positiva ficou retida na coluna magnética. A coluna foi lavada trés vezes com
500ul de tampao MACS permitindo a passagem das células CD14- (fragdo negativa composta
principalmente por linfocitos). Apos as lavagens e coleta da fragdo negativa, a coluna foi
retirada do suporte magnético e colocada em outro tubo de 15 ml para coleta da fragdo
positiva (CD14+). Foi adicionado 1 ml de tampdo MACS e por pressurizagdo com um
émbolo, a fragdo positiva foi coletada. As fragdes negativas e positivas foram quantificadas
em camara de neubauer por exclusdo com azul de tripan.
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Imediatamente, foram separadas 10° células das fragdes anteriormente descritas, para
serem marcadas com anticorpos anti-CD14 humano conjugado a ficoeritrina (PE) (clone
61D3) (eBioscience), adquiridas e analisadas por Citometria de Fluxo (FACS Verse BD. A
expectativa ¢ que a expressdo de CD14 na fracdo positiva seja superior a 80% para a

continuidade dos experimentos.
5.4 Cultura de Células Dendriticas

As células CD14+ da fragdo positiva foram ajustadas para uma concentragdo de 3-

SXIO5 células /ml cultivadas em placas de 24 pocos durante sete dias a 37°C e 5% de CO> em
meio RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY) suplementado com penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (100mg/ml) e L-glutamina (2mM) (Gibco, Grand Island, NY), 10% (v/v) de
soro fetal bovino (SFB) inativado, 800UI/ml de IL-4, 50 ng/ml GM-CSF (PreProtec). A cada
trés dias retirou-se 150 pl de meio e adicionou-se 200 pl de novo meio por pogo de meio

suplementado com as citocinas descritas acima.

5.5 Cultura dos parasitos

Promastigotas de Leishmania braziliensis (L. braziliensis) cepa MHOM/BR/01/BA788
foram cultivadas in vitro em meio Schneider (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% (v/v)
SFB inativado (Gibco Laboratories, Paisley, Scotland) (de Moura et al., 2007), e 100 pg/ml de
gentamicina (Neoquimica) a 26°C sem inje¢do de COs. Os parasitos foram mantidos em
cultura, acompanhados por contagens até atingir a fase estaciondria de crescimento para

utilizacao nos experimentos de infecgao.

5.6 Coleta e interacdo das células dendriticas com L. braziliensis

As células dendriticas (DCs) foram coletadas apds sete dias de cultura por lavagens
com PBS, uma vez que estas ndo sdo aderentes. Cada pogo foi lavado com 1ml de PBS 1X
estéril fazendo trés repeti¢des, armazenando as células em um tubo tipo Falcon de 50 ml e
mantendo-as sempre no gelo, posteriormente, as células foram centrifugadas a 400 x g a 4 °C
durante 10 minutos. As DCs foram quantificadas em cdmara de neubauer por exclusdo com

azul de tripan.
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O indice de infec¢do das DCs foi medido apds 12 e 24 horas de interagdo com L.
braziliensis em uma propor¢do de 10 promastigotas para cada célula dendritica. Foram

plaqueadas 5x10° DCs/ml por pogo e incubadas a 37°C.

5.7 Caracterizacdo das células dendritcas

Apo6s 12 e 24 h de infeccdo as células infectadas foram lavadas trés vezes com Iml de
PBS 1X e centrifugadas a 400 x g a 4°C durante 10 minutos. Posteriormente foram separadas
e incubadas com tampao FACS (PBS, albumina bovina (BSA) 1% (sigma) e azida sédica
0,001%), para cada 10° células/ml foi adicionado 100 pl de tampdo FACS, para o bloqueio da
porcdo FcR durante 20 minutos no gelo, como preparacdo a caracterizacdo fenotipica por
Citometria de Fluxo, células foram marcadas com anticorpos conjugados a ficoeritrina (PE) e/
ou isotionato de fluoresceina (FITC), como os anticorpos anti-humanos CDla- PE (clone
SK9), anti- humano CD1a-FITC (clone HI149), anti- humano HLA-DR-PE (clone LN3), anti-
humano CD86 (B7-2)-PE (clone IT2.2) e anti-humanoCD209-PE (clone eB-h209) (todos
eBioscience). Marcagdes simples foram utilizados como controles da marcacdo. Foram
adicionados 20 pl de cada anticorpo diluido 20x e os tubos foram incubados na geladeira e no
escuro por 30 min. Em seguida, as amostras foram lavadas com 300 pul de PBS 1X e
centrifugadas a 400 x g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e ao pellet formado
adicionou-se 400 pl de tampao FACS para aquisi¢do da amostra. As células foram adquiridas
no citdometro de fluxo (BD FACSVerse BD Bioscience) e analisadas no programa FACSuite

(BD Bioscience).

5.8 Taxa de infeccéo

A carga parasitaria foi avaliada ap6s citocentrifugacao (Incibras) das DCs infectadas.
Para tanto foram necessarias por cada lamina 2x10° células/ml em 200ul. Apés realizagdo e
secagem do citospin as ldminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E). O numero
de células infectadas e amastigotas por célula foram analisadas de forma aleatoria, sem
sobreposi¢cdo de campos. Foram contadas um total de 100 DCs por 1amina, no microscéopio

optico (Nikon Eclipse E200) com um aumento total de 1000X.
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5.9 Deteccdo da morte celular em células dendriticas

Apds 24h de infeccdo, 10° células/ml foram coletadas e lavadas com 200 ul de PBS
1X, centrifugadas a temperatura ambiente 400 x g por 10 minutos e em seguida desprezado o
sobrenadante. Adicionou-se as células 195ul de tampao de ligacao 1X e 5ul de Anexina V-
FITC, e incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente. Passado este tempo, as DCs
foram lavadas novamente na mesma condi¢do anterior. Em seguida, adicionou-se 190 pul de
tampao de ligagdo 1X e 10 ul de iodeto de propideo (PI), seguindo as recomendagdes do
fabricante (Annexin V-FITC Apoptosis Detection kit (eBioscience). As DCs foram marcadas e
adquiridas no menor tempo possivel no citometro (BD FACSVerse BD Bioscience),
detectando assim células em apoptose inicial, apoptose tardia ou em necrose. Células
positivas para Anexina V-FITC e negativas para PI foram consideradas no inicio da apoptose,
as positivas para PI em necrose, e DCs duplo positivo apresentam apoptose tardia ou necrose.
A populagao de células duplo negativo representam as células viaveis.

Como controle positivo da apoptose, 10° células/ml foram expostas a radiagio

ultravioleta por 30 minutos € marcadas como descrito anteriormente.

5.10. Dosagem de citocinas

As concentragdes das citocinas IL-1B, TNF-a, TGF-1, IL-12+p40, IL-10 e IL-6
presentes nos sobrenadantes coletados para as duas condigdes experimentais, controle e
infectado apds 12 e 24 horas com L. brazieliensis, foram mensuradas através de ensaios de
ELISA utilizando-se kits comerciais especificos (eBioscience) e (Novex, Life Technologies),
seguindo as recomendagdes do fabricante. As placas de 96 pogos Corning Costar 9018 para
dosar IL-1pB (eBioscience) e NUNC MaxiSorp microplates para dosar TNF-a, TGF-B1, IL-
12+p40, IL-10 e IL-6 (Novex, Life Technologies), foram sensibilizadas e incubadas durante a
noite a 4°C com o anticorpo de captura para cada uma das citocinas anteriormente
mencionadas. No dia seguinte, o anticorpo de captura foi removido com a solugdo de lavagem
(PBS 1X/ TWEEN 20 0.05%). Em seguida, a placa foi bloqueada usando a solugdo de
bloqueio (componentes reservados pelo fabricante) durante uma hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, adicionou-se 100ul das amostras e a curva padrdo. Tal curva iniciou-se com
uma concentragdo de 2000 pg/ml seguida de dilui¢cdes seriadas de 2x (limite minimo de
detecg¢do de 15 pg/ml). As placas foram incubadas a temperatura ambiente por duas horas. A
placa foi lavada com a solu¢do de lavagem cinco vezes. Apds este procedimento, foi colocado
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100 pl do anticorpo de detecg¢do e foi realizada uma incubagdo de 1 hora a temperatura
ambiente. Ap6s nova lavagem, adicionou-se 100 pl da enzima Avidin-HRP em cada poco,
deixou-se em incubagdo por trinta minutos a temperatura ambiente. As placas foram
novamente lavadas por cinco vezes. Apods isso, 100ul do substrato 3,3,5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB) foram adicionados em cada pogo. A reacdo se desenvolveu a
temperatura ambiente no tempo de quinze a trinta minutos, permitindo o desenvolvimento de
cor. Finalmente, a reagdo enzimatica foi parada apos a adigdao de 100 pl por pogo da solugdo
de parada 1M H3PO4 ou 2N H>SOs. Realizou-se uma Reagdo Mista de Linfécitos (RML)
como controle positivo da ELISA.

As leituras das reacdes colorimétricas foram realizadas a 450 nm em leitor de placas
SpectraMAX M5 Multi-Mode Microplate Readers (Molecular Devices). As concentracdes das
citocinas dos sobrenadantes das amostras analisadas foram determinadas a partir dos valores
obtidos com a curva padrio realizada com as diferentes diluigdes de cada uma das citocinas

recombinantes.

5.11 Extracao de RNA

Apds 12 h de infecgdo, para cada uma das condi¢des experimentais foram separadas
aproximadamente 10° células/ml, colocadas em tubos tipo Eppendof de 1.5 ml, lavadas com
PBS 1X e recuperadas por centrifugagao (400 x g por 10 minutos a 4°C), ao pellet formado
colocou-se 1ml de TRIzol (Invitrogen, EUA) e incubado durante 5 minutos a temperatura
ambiente para o isolamento do RNA total. Em seguida, 200 pl de cloroférmio foram
adicionados e apds agitacdo vigorosa por 15 segundos os tubos foram incubados a
temperatura ambiente entre 2-3 minutos, e posterioemente, foram sometidos a centrifugacao
(12000 x g por 15 minutos a 4°C). Apos este passo, a solu¢do foi separada em uma fase
inferior fenol-cloroformio rosa, uma interfase de proteinas, e uma fase aquosa na parte
superior do tubo. O RNA encontra-se exclusivamente na fase aquosa, a qual foi transferida
para um novo tubo, este RNA obtido foi precipitado usando 1ul de GlycoBlue (15 mg/ml)
(Ambion) e alcool isopropilico (Sigma), deixou-se em incubagdo durante a noite toda a -80°C.
No dia seguinte, as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e centrifugadas a
12000 x g por 20 minutos a 4°C. Posteriormente, o sobrenadante foi retirado e o pellet
formado de RNA foi lavado imediatamente com 500ul de etanol 75% (Sigma) e submetido a
uma nova centrifugacao (12000 x g por 10 minutos a 4°C). Depois, o precipitado foi secado a

temperatura ambiente para posteriormente ser ressuspenso em 20ul de agua MilliQ livre de
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RNAse. Finalmente, o RNA total foi tratado com Turbo DNase 2U/ul (Ambion) como sugere
o fabricante. Sua integridade foi avaliada utilizando o equipamento Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA) e quantificado no QUBIT usando o kit Qubit RNA HS
Assay. O RNA total foi armazenado a -80°C, para ser utilizado em procedimentos posteriores.

E importante ressaltar que todos os reagentes usados neste procedimento foram RNAse-free.

5.12 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados utilizando-se o programa GraphPad-Prism 6.0.
Para conhecer a significancia estatistica entre as condi¢des controle e infectado nos diferentes
experimentos realizados, o test Kolmogorov-smirnov foi usado para detectar a normalidade
dos dados. Para um comportamento paramétrico, test-t student foi aplicado, e para, dados nao
paramétricos Mann-Whitney o foi empregado. Considerou-se significancia estatistica com um

valor p<0,05.

6. RESULTADOS

6.1 Purificacdo de mondcitos

Apo6s a obtencdo das células mononucleares de sangue periférico (CMSPs) por
gradiente de densidade Ficoll-Paque Plus, os mondcitos foram purificados por separacdo
magnética, e 10° células/ml, da fracdo negativa e da fracdo positiva foram analisados por
citometria de fluxo quanto a expressdo de CD14+. A expressdo de CD14 na fracdo positiva

foi em geral superior a 80%, o que deu continuidade aos experimentos (Figura 5).

Na figura 5A observou-se a presenca de duas populacdes distintas, mondécitos em P3
(CD14+) com uma porcentagem de 18,83% e linfocitos em P4 (CD14-) com uma
porcentagem de 57,57%. Na figura 5B observou-se a andlise da fracdo negativa, aqui a
maioria das células se concentra em P4, com um enriquecimento na populacéo de 68,67% e a
presenca de raras células em P3 (4,67%). J& na figura 5C, o enriquecimento da populacdo de
mondcitos em P3 é evidente, tendo uma porcentagem de 82,28% e uma minima presenca de
linfécitos em P4 de 5,88%. A figura 5D, apresenta a porcentagem de monocitos purificados
(98,89%).
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Figura 5: Purificacdo de mondcitos. Dot plot representativo de Citometria de Fluxo, mostrando a purificagdo
da populagdo de mondcitos de um doador representativo (n=8). PopulagBes analisadas por tamanho (Forward
Scatter ou FSC) vs granulosidade (Side Scatter ou SSC). P3 gate em laranja, representa 0s mondécitos e P4 gate
em azul, representa a populacdo de linfdcitos. (A) CMSP antes da separacdo magnética para a obtencdo de
monaocitos, mostrando as populacdes P3 e P4. (B) Fragdo negativa depois da separagcdo magnética. Mostrando
poucas células na populacdo P3 e uma presenga alta de células na populagdo P4. (C) Fracdo positiva depois da
separagdo magnética. Aumento considerdvel na populacdo de mondcitos P3 e um empobrecimento das células na
populagdo P4. (D) Mondcitos purificados CD14+ (P5), analisados pelo fluorocromo PE vs SSC.

6.2 Caracterizacdo de células dendriticas

As DCs diferenciadas a partir de monaocitos foram coletadas apos sete dias de cultura,
e cultivadas na presencga de L. braziliensis (LB). Ap6s 12 e 24 h de infecgdo as DCs foram

coletadas novamente, marcadas e adquiridas no citbmetro de fluxo para avaliar a expressao da
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molécula CD1la. CD1 é uma proteina de membrana de tipo 1, amplamente utilizada como um

marcador de diferenciagdo de células dendriticas em humanos.

Para ter uma confiabilidade de todos os resultados obtidos nesta pesquisa no momento
da aquisicao e andlise no citbmetro de fluxo, utilizou-se um grupo de células ndo marcadas e
foram empregadas como referéncia para cada um dos fluorocromos usados (PE e FITC) e

descartar autofluorescéncia.

Apo6s a marcacdo com anti-CDla (FITC), verificamos a existéncia de populagdes
CDla+ e CD1a- nos tempos de 12 h (Figura 6) e 24 h (Figura 7), apds o contato com L.
braziliensis. Apos a marcacdo simples com o fluorocromo FITC, foi utilizado uma estratégia
de gate para selecionar a populacdo de interesse P1 (Figura 6A, E e 7A, E), representando a
populacdo total de células nas condi¢Bes controle e infectado. As figuras 6B, F e 7B, F
demostram a populacdo P5 correspondente a células positivas que expressam a molécula
CD1la com uma mediana de 64,79+13,24%para a condi¢do controle e 65,17+17.98% para a
condicdo infectado no tempo de 12 h com um valor p=0.6859, igualmente para o tempo de 24
h se reporta uma mediana de 70,49£23.31% na condicdo controle e 87,92+5,77% na condicéo
infectado com um valor (p=0.0119).

Continuando a analise das mesmas figuras, a populacdo P4 indica a porcao de células
que ndo expressam o0 marcador CDla, com uma mediana de 29,24+8,542 na condigéo
controle e 21,28+7,849 na condicdo infectado para o tempo correspondente a 12 h com um
valor p=0,6175, do mesmo modo, para o tempo de 24 h a quantificacdo das células com esta
caracteristica tiveram uma mediana de 26,87+21.22 para a condicdo controle e 25,95+23,08
na condicdo infectado com um valor p=0,9551.

Os dados expostos anteriormente ndo tiveram diferenca significativa na expressdo do
marcador CD1a ao comparar as duas condi¢bes de estudo, exceto apds 24 h, permitiram
conhecer a presenca de DCs.

Os histogramas apresentados nas figuras 6C, D, G, H e 7C, D, G, H confirmam mais
uma vez a expressao do marcador CD1a conjugado com o fluorocromo FITC nas populacGes

P1 e P5 principalmente.

59



CONTROLE

L
B
A m B
x1000 —— Ay y—y—e
250 P1 . ! |
200
< 150
v}
A
100
50
0 : ! = - = 0 : ;
0 50 100 150 200 250 0 102 10° 10 10 0 5 100 15 200 {; A0t 0 100 10 10
x1
FSC-A diac CD1aFITC FSC-A CDIaFITC
c D G H
P1
250 20 P5 P1 P5
A | : 250 ’ 50
200 I 200- A1 I
|| : 20 [ 200
4 d |
Iu' | | \
§ 150 I = '50_ £ 150 ‘,r/ l‘ § 150
5} / | 3 3 I 3
U 00 ’,‘ ‘ |9 100~ V] 10 ‘u | -
.;/I I| |h‘ rl'l |
50 / "/ |‘ 50 50 \/N ‘|‘ 0
[ \
0 5 0 S — 0t | 0
0 107 102 10¢ 100 0 102 10% 104 10° A0 1 1 10f 0P A0 102 10 106
FITC-A FITC-A FITC-A FITC-A
CD1la+/ 12 h

Controle | 64,79+13,24%

LB 65,17+17.98%

p=0.6859

Figura 6: Dot plot representativo de citometria de fluxo da expressdo do marcador de superficie CDla de
células dendriticas 12h depois da interagdo com L. braziliensis. Perfil caracteristico da populacéo celular P1
(gate laranja) (A) Populacdo P1 da condicdo controle analisada por tamanho (Forward Scatter ou FSC) vs
granulosidade (Side Scatter ou SSC), mostrando o total de células (B) Populagdo P4 (gate verde) mostra as
células com fenétipo CD1a- e a populacdo P5 (gate vermelho) sugere a fracdo de células positivas para CDla+
da condicdo controle. (C, D) Histograma mostrando a intensidade do fluorocromo FITC da populacdo P1
(células totais CD1a+) e P5 (porcéao de células positivas para CD1a+) da condigdo controle (E) Populagdo P1 da
condicdo infectada analisada por tamanho (Forward Scatter ou FSC) vs granulosidade (Side Scatter ou SSC),
apresentando o total de células (F) Populacdo P4 (gate verde) mostra as células com fenétipo CDla- e a
populagdo P5 (gate vermelho) ressalta porcao de células positivas para CD1a+ da condicdo infectado. As duas
populacGes foram analisadas pelo fluorocromo FITC vs granulosidade. (G, H) Histograma mostrando a

intensidade do fluorocromo FITC da populagéo P1 (células totais CD1a+) e P5. O teste Kolmogorov-smirnov foi
aplicado para verificar normalidade e o test Mann-Withey para comparar duas condi¢6es (n=3).
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Figura 7: Dot plot representativo de citometria de fluxo da expressdo do marcador de superficie CD1a de
células dendriticas 24h depois da interagdo com L. braziliensis. Perfil caracteristico da populagéo celular P1
(gate laranja) (A) Populacdo P1 da condigdo controle analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC),
apresentando o total de células. (B) Populagdo P4 (gate verde) mostra as células com fenétipo CDla- e a
populacdo P5 (gate vermelho) sugere a fracdo de células positivas para CDla+ da condi¢do controle. (C, D)
Histograma mostrando a intensidade do fluorocromo FITC da populagdo P1 (células totais CD1a+) e P5 (porcédo
de células positivas para CD1a+) da condigdo controle. (E) Populacdo P1 da condigdo infectada analisada por
tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC), apresentando o total de células. (F) Populagdo P4 (gate verde) mostra as
células com fendtipo CD1a- e a populacdo P5 (gate vermelho) ressalta porcéo de células positivas para CDla+
da condi¢do infectado. As duas populacbes foram analisadas pelo fluorocromo FITC vs granulosidade. (G, H)
Histograma mostrando a intensidade do fluorocromo FITC da populagdo P1 (células totais CDla+) e P5. O teste
Kolmogorov-smirnov foi aplicado para verificar normalidade e o0 Mann-Withey para comparar duas condi¢des
(n=8).

61



Também, analisou-se graficamente a porcentagem de expressdo do marcador CD1a,
representando cada ponto um doador. Na figura 8A, observou-se uma distribuicéo
heterogénea do marcador para o tempo de 12 h em cada uma das condi¢des estudadas. Apesar
dos dados ndo terem uma significancia estatistica, a condi¢do controle teve um intervalo entre
40 -80% de expressdo aproximadamente, tendo a presenca da maioria dos dados na
porcentagem de 65%. Ja, a condigdo infectado (LB) teve uma distribuigdo dos dados um

pouco mais ampla cobrindo desde 36% até quase 90% na expressao de CDla.

Do mesmo modo, a figura 8B, a porcentagem de expressdo da molécula CDla no
tempo de 24 h. observou-se que na condigdo controle a expressdo foi mais ampla, pois, 0s
dados cobrem um intervalo aproximadamente entre 30-98%. Agora, a condicao infectado teve
um aumento consideravel, mantendo a expressdo deste marcador entre 80-100%, sendo este

aumento significativo e induzido pela L. braziliensis.

Outro parametro importante para analise, foi a Mean Fluorescence Intensity (MFI). A
figura 8C, mostra o MFI de CD1a no tempo de 12 h. observou-se que na condicdo controle
os valores tiveram um ponto de localizagdo entre os valores de 500-1000, excetuando um
ponto que alcanga um valor de 1600 da MFI. Assim, se reporta uma mediana de 736+317.8.
Do mesmo modo, a condicdo infectado teve o mesmo comportamento em relacdo com o
controle, mas o ponto que ficou fora dos outros alcangou aproximadamente 1800 da MFI.

Uma mediana de 741+406.8 foi reportada para esta condi¢cdo com um valor p=0,8236.

Semelhantemente, a figura 8D, apresenta um desvio padrdo muito grande e uma
distribuicdo semelhante dos dados, relacionando as condicBes de pesquisa no tempo de 24 h.
observou-se um ponto comum de 3500 da MFI e uma mediana de 901.01+1002 para a
condicgéo controle e 1061+969.9 para a condi¢cdo LB com um valor p= 0,9319. Observou-se

que os dados ndo tiveram relevancia estatistica.
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Figura 8: Expressdo percentual da molécula CD1a+ de DCs na interagcdo com L. braziliensis ap6s sete dias de
cultura (A) 12 h (B) 24 h. MFI do fluorocromo FITC, no marcador de diferenciacdo CD1a para DCs na interagdo
com L. braziliensis apo6s sete dias de cultura (C) 12 h (D) 24 h. Cada ponto no grafico representa um doador.

Posteriormente, analisou-se a porcentagem de células positivas para o fenétipo CD1a,
observando o comportamento crescente ou decrescente da molécula ao comparar as duas
condicdes de pesquisa. Assim, observou-se na figura 9A que ap6s 12 h de infeccdo a
porcentagem de células positivas para o fenotipo CDla+ no doador 2 (D2), teve uma
diminuicdo de 65,77% da condicdo controle para 52,83% da condicdo infectada, tendo uma
diminuicdo total de 12.94%. Os outros dois doadores (D1 e D3) tiveram uma porcentagem de

células positivas entre 65% e 70% para as duas condic¢des de estudo.

Depois de 24 h (Figura 9B), observou-se uma distribuicdo heterogénea na
porcentagem de células positivas para o fen6tipo CD1la+, excetuando os doadores D7 e D8

que apresentaram entre 30 e 40% de células positivas entre as duas condigdes, controle e
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infectado; o qual representa uma porcentagem baixa. Pelo contrario, os doadores D1, D2, D3,
D4, D5 e D6 mantiveram uma porcentagem de células positivas entre 60% e 95% para cada
condicdo, controle e infectado. E importante ressaltar, que o doador D2 apds 24 horas de
interacdo com o patdgeno aumentou a porcentagem de células positivas deste marcador para

80%, independente da condicdo.
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Figura 9: Porcentual de células positivas obtidas a partir de citometria de fluxo, em quanto a expressdo do
marcador CDla. (A) 12h apds da interacdo com L. braziliensis (n=3) (B) 24h ap6s da interacdo com L.
braziliensis (n=8) Cada ponto no grafico representa um doador.

6.3. Taxa de infeccdo com L. braziliensis

A partir da padronizacdo na obtencdo de células dendriticas geradas a partir de
mondcitos humanos sete dias ap6ds a sua diferenciacdo em estado imaturo na presencga das
citocinas IL-4 e GM-CSF, observa-se na figura 10 uma fotografia de uma cultura desse tipo
de células, as quais, apresentam uma morfologia irregular de forma arredondada; moveis e

ndo aderentes em cultura, ja que possuem extensdes citoplasmaticas chamadas dendritos.
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Figura 10: Fotografia capturada no microscopio eletrénico otico invertido (ZEISS PrimoVert) no aumento total
de 400X. Cultura de DCs em meio RPMI suplementado com citocinas IL-4 ¢ GM-CSF, apos sete dias de
diferenciagdo.

A partir disso, as DCs foram expostas aos parasitos de L. braziliensis durante 12 h e 24
h, para avaliar a taxa de infeccdo e a carga parasitaria. Passados cada um dos tempos
observou-se uma mediana de 46+3,564 no tempo de 12 h e 52,50+ 24,04 no tempo de 24 h,
com um valor p=0,1840 (Figura 11A). Ademais, o nimero de amastigotas por 100 células foi
contabilizado. Na figura 11B, observa-se que a mediana de amastigota/célula para o tempo de
12 h foi de 7,140+0,5459 e 6,100£1,612 para o tempo de 24 h, com um valor p=0,4976.

Observou-se uma boa taxa de infecgdo nos tempos 12 e 24 h como foi mostrado na
figura 11A e uma carga parasitaria coerente como foi descrito anteriormente, em relacdo com
a proporcdo da infeccdo, ja que, foram usados dez parasitos por cada célula dendritica,
embora os resultados ndo demostrarem relevancia estatistica.

Novamente, fotografias de DCs foram capturadas no microscépio eletronico 6tico, que
confirmam e mostram com mais detalhe a morfologia irregular arredondada com extensdes

citoplasmadticas deste tipo de células, como ¢ mostrado nas figura 11C, D, E e F.

A figura 11C, mostrou DCs sem a forma amastigota de L, braziliensis no interior da
célula, logo, nas figuras 11E e D, DCs apresentaram formas amastigotas de L. braziliensis no
citoplasma da células, e tiveram uma maior quantidade células expostas durante 12h (14

amastigotas) em comparagdo com 24 h (9 amastigotas). Finalmente a figura 11F, mostrou a

65



% de Infecgao

formagao do vacuolo parasitéforo, induzido por parasitos de L. braziliensis em DCs apds 24 h

de interagao.

100 A 101
80 1
60
404

204

Amastigotal/célula

24 h 12 h 24 h

Figura 11: Taxa de infeccdo de DCs infectadas com L. braziliensis apds 12 h e 24 h de interacdo (A). Carga
parasitaria de DCs infectadas com L. braziliensis ap6s 12 h e 24 h de interacdo (B). Fotografias representativas
capturadas no microscépio eletrénico ético (Nikon Eclipse E200), no aumento total de 400X. Aparéncia de DCs
ndo infectadas (seta)(C). DCs infectadas apds 12 h de interacdo (seta)(D). DCs infectadas apds 24 h de interagdo
(seta)(E). DCs infectadas ap6s 24 h de interagdo apresentando formagao de vactolo parasitoforo (seta)(F).

6.4 Expressao de moléculas de superficie

Depois de avaliar o marcador de diferenciacdo CD1a como foi descrito anteriormente
nas células, apds 12 e 24 h de interacdo com L. braziliensis, as moléculas de superficie HLA-
DR, CD86 e CD209 (DC-SIGN) foram analisadas para detectar sua expressao por citometria
de fluxo. E importante ressaltar que estas moléculas foram analisadas dentro das populagdes
de DCs com ambos fenétipos, o fen6tipo CD1a+ e fenétipo CD1a-.
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6.4.1 Expressdo da molécula HLA-DR

Estudou-se a expressdo da molécula HLA-DR em DCs na condi¢do controle e
infectada nos tempos de 12h e 24h apds da infeccdo com L. braziliensis, para conhecer o nivel
de ativacdo da célula, pois, este tipo de molécula estd presente exclusivamente em células
apresentadoras de antigeno como as DCs.

A figura 12 demostra um gréafico dot plot gerado no citémetro de fluxo. Apds a
marcacdo simples com o fluorocromo PE, que permitiu observar a populacdo de células que

expressaram HLA-DR no tempo de 12 h de interacdo com o patégeno.

Na figura 12A, E observou-se a estratégia de gate escolhido para analisar a populagéo
P1, a qual é o conjunto de células de interesse, para a condicdo controle e a condicdo
infectado no tempo de 12 h. Da mesma forma a figura 12B, F, demostra a populacdo P2
correspondente a células que expressam HLA-DR na superficie, com uma mediana de
72+11,80% na condicdo controle e 84,35+2,69%na condi¢do infectado, com um valor
p=0,700. A populacdo P3 ndo expressa HLA-DR na superficie da célula, por tanto ndo teve

relevancia.

Os histogramas apresentados na figura 12C, D, G, H confirmam mais uma vez a
expressao do marcador HLA-DR conjugado com o fluorocromo PE nas populacdes P1 e P2

principalmente
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Figura 12: Dot plot representativo de citometria de fluxo da expressdo da molécula de superficie HLA-DR
de células apresentadoras de antigeno (DCs) 12h depois da interacdo com L. braziliensis. Perfil
caracteristico da populagdo celular P1 (gate laranja). (A) Populacdo P1 da condigdo controle analisada por
tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC) mostrando o total de células. (B) Populacdo P2 (gate roxo) positiva para
o marcador de superficie HLA-DR e populacdo P3 (gate azul) sem expressdo do marcador de superficie HLA-
DR, da condicdo controle e foram analisadas pelo fluorocromo PE vs granulosidade. (C, D) Histograma
mostrando a intensidade do fluorocromo PE da populagdo Ple P2 da condicdo controle (E) Populacdo P1 da
condicdo infectada analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC) apresentando o total de células. (F)
Populacdo P2 (gate roxo) positiva para 0 marcador de superficie HLA-DR e a populacdo P3 (gate azul) sem
expressdo do marcador de superficie HLA-DR, da condicao infectado e foram analisadas pelo fluorocromo PE
vs granulosidade. (G, H) Histograma mostrando a intensidade do fluorocromo PE da populacdo Ple P2 da
condicdo infectada. O test Kolmogorov-smirnov foi aplicado para verificar normalidade e o Mann Whitney para
comparar duas condi¢des (n=3).
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No experimento de 24 h as células obtidas foram analisadas por dupla marcacéao
(CD1a-FITC e HLA-DR-PE) no citdmetro de fluxo, fazendo possivel a obtengéo de dois
fenotipos CDla+/HLA-DR+ e CD1a-/HLA-DR+. Portanto, as figuras 13, 14, apresentam um

gréfico dot plot gerado no citdmetro de fluxo.

Primeiramente, para analisar o fendtipo CD1a+/HLA-DR+, foi necessario escolher a
estratégia de gate para a populacdo P1 correspondente as células de interesse (Figura 13A,
D). Observou-se na figura 13B, E a populacdo P5 analisada anteriormente que pertence a
populacdo de células que expressaram CDla na superficie, assim, dentro deste grupo de
células foi avaliada a expressdo do marcador de superficie HLA-PE, correspondente a P6 na
condicdo controle com uma mediana de 87,92+23.31% (Figura 13C) e na condi¢éo infectado

com uma mediana de 89,99+5,77%(Figura 13F), com um valo p=0,8362.
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Figura 13: Dot plot representativo de citometria de fluxo da expressédo de HLA-DR 24 h depois da
interacdo com L. braziliensis em células com fendtipo CDla+/HLA-DR+. Perfil caracteristico da populacdo
celular P1 (gate laranja). (A) Marcacdo dupla das células pertencentes a populagdo P1 da condi¢do controle
analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC). (B) Populacdo P4 com fendtipo CD1a- e populagdo P5
com fendtipo CD1a+, pertencentes na condi¢ao controle, analisada pelo fluorocromo FITC vs granulosidade. (C)
Populacéo P6 (gate azul) com fenétipo CDla+/HLA-DR+ da condigdo controle analisada pelo fluorocromo PE
vs granulosidade, analisada dentro da populagdo P5 (D) Marcacdo dupla da populagdo P1 da condicéo infectada
analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC). (E) Populacdo P4 com fenétipo CD1a- e populagdo P5
com fendtipo CD1la+, pertencentes na condi¢do infectado analisada pelo fluorocromo FITC vs granulosidade. (F)
Populacdo P6 (gate azul) com fenétipo CDla+/HLA-DR+ da condicédo infectado analisada pelo fluorocromo PE
vs granulosidade, analisada dentro da populagdo P5. O test Kolmogorov-smirnov foi aplicado para verificar
normalidade e 0 Mann Whitney para comparar duas condi¢des (n=8).
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Analogamente, para o fendtipo CDla-/HLA+, a estratégia de gate foi selecionada para
a populacdo P1 correspondente as células de interesse (Figura 14A, D). Observou-se na
Figura 14B, E a populacdo P4 que foi mencionada acima, pertencente a populacdo de células
que ndo expressaram CD1a na superficie, de tal modo que, dentro deste grupo de células foi
estudada a expressdo do marcador de superficie HLA-PE, correspondente a P7 na condigéo
controle com uma mediana de 92,07+5,75 (Figura 14C) e na condigéo infectado com uma
mediana de 91,32+24,86 (Figura 14F), com um valor p=0,4029.

Os dados expostos anteriormente ndo tiveram diferenca significativa na expresséo do

marcador HLA-DR ao comparar as duas condic¢des de estudo.
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Figura 14: Dot plot representativo de citometria de fluxo da expressdo de HLA-DR 24 h depois da
interacdo com L. braziliensis em células com fenétipo CDla-/HLA-DR+. Perfil caracteristico da populagéo
celular P1 (gate laranja). (A) Marcacdo dupla das células pertencentes a populagdo P1 da condicdo controle
analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC). (B) Populacdo P4 com fenétipo CD1a- e populacdo P5
com fenétipo CD1a+, pertencentes na condi¢do controle, analisada pelo fluorocromo FITC vs granulosidade. (C)
Populacdo P7 (gate azul) com fenétipo CD1a-/HLA-DR+ da condicdo controle analisada pelo fluorocromo PE
vs granulosidade, analisada dentro da populacdo P4 (D) Marcacdo dupla da populacdo P1 da condicdo infectada
analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC). (E) Populacdo P4 com fenétipo CD1a- e populacdo P5
com fenétipo CD1a+, pertencentes na condigdo infectado analisada pelo fluorocromo FITC vs granulosidade. (F)
Populacéo P7 (gate azul) com fenétipo CD1a-/HLA-DR+ da condicéo infectado analisada pelo fluorocromo PE
vs granulosidade, analisada dentro da populagdo P4. O test Kolmogorov-smirnov foi aplicado para verificar
normalidade e 0 Mann-Whitney para comparar duas condi¢des (n=8).
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Apesar dos dados ndo apresentar uma significancia estatistica, no experimento de 12 h,
observou-se em geral uma tendéncia no aumento da expressao de HLA-DR. A porcentagem
de ceélulas positivas na condicdo controle foi de 71,37% e 72% para os doadores Dle D2
respectivamente e 86,50% para D3, em relacdo com a condicdo infectado, D1 teve um
aumento 26,25% para 97.62% e D2 teve um aumento de 22,52% para 94.52% na
porcentagem de células positivas de HLA-DR, D3 somente teve um aumento total de 10,46%
para 96,96% na expressao deste marcador (Figura 15A). No experimento de 24h a
porcentagem de expressdo da molécula de superficie foi heterogénea e amplamente dispersa
ao comparar as duas condicfes. Porém, é importante ressaltar, que o doador D6 foi o Unico
que teve uma diminuicdo de 16,71% na expressao da molécula HLA-DR da condigéo controle
(ndo infectado) (92.90%) para a condicéo infectada (76,19%) (Figura 15B). Também, células
com fendtipo CDla- mantiveram uma expressao homogénea, pois o intervalo se manteve
entre 80 e 98% de células positivas para as duas condic¢Ges controle e infectado. Com excecéo
do doador D6 que apresentou uma diminuicdo consideravel na expressdo desta molécula da
condicdo controle (93,95%) para a condicdo infectada (22,54%), com uma diminuicao total de
71.41% na expressao de HLA-DR (Figura 16A)
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Figura 15: Porcentual de células positivas obtidas a partir de citometria de fluxo, em quanto a expressdo do
marcador de superficie HLA-DR em células com fen6tipo CD1la+/HLA-DR+ (A) 12h ap6s da interagdo com L.
braziliensis (n=3) (B) 24h apés da interacdo com L. braziliensis (n=8). Cada ponto no grafico representa um
doador.
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Figura 16: Porcentual de células positivas obtidas a partir de citometria de fluxo, em quanto a expressao do
marcador de superficie HLA-DR em células com fenétipo CD1a-/HLA-DR+ (A) 24h apds da interacdo com L.
braziliensis (n=8). Cada ponto no gréafico representa um doador.

6.4.2 Expressdo da molécula CD86 (B7-2)

Continuando com o estudo da expressdo de moléculas de superficie, estudou-se a
molécula co-estimulatéria CD86 (B7-2) em DCs na condi¢do controle e infectada nos tempos

12 e 24 h, ap0s a interacdo com L. braziliensis.

Assim, a figura 17 demostra um grafico dot plot gerado no citdmetro de fluxo. Apds a
marcacdo simples com o fluorocromo PE, que permitiu observar a populacéo de células que
expressaram a molécula co-estimunlatoria CD86 (B7-2) no tempo de 12 h de interacdo com o

patdgeno.

Na figura 17A, E observou-se a estratégia de gate escolhido para analisar a populacéo
P1, como a populacdo de estudo, para as duas condi¢cdes de estudo. No tempo de 12 h.
Igualmente, a figura 17B, F, demostra a populacdo P2 correspondente a células que
expressam CD86 (B7-2) na superficie, com uma mediana de 62,77+9,38% na condigdo
controle e 84,35+5,43% na condicdo infectado, com um valor p=0,200. A populagdo P3 néo

expressa CD86 (B7-2) na superficie da célula, por tanto ndo teve importancia para analise.

Os histogramas apresentados na figura 17C, D, G, H confirmam mais uma vez a
intensidade de expressdo do marcador CD86 (B7-2) conjugado com o fluorocromo PE nas

populagdes P1 e P2 principalmente.
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Figura 17: Dot plot representativo de citometria de fluxo da expressdo da molécula co-estimunolaroria
CD86 (B7-2) em DCs, 12h depois da interagdo com L. braziliensis. Perfil caracteristico da populagdo celular
P1 (gate laranja). (A) Populacéo P1 da condigéo controle analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC).
(B) Populagéo P2 (gate roxo) expressa o marcador de superficie CD86 (B7-2) e a populacdo P3 (gate azul) sem
expressdo do marcador de superficie CD86 (B7-2) da condigdo controle, analisado pelo fluorocromo PE vs
granulosidade. (C, D) Histograma mostrando a intensidade do fluorocromo PE da populacdo Ple P2 da condicéo
controle. (E) Populagdo P1 da condigdo infectada analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC),
representando o total de células (F) Populacdo P2 (gate roxo) expressa o0 marcador de superficie CD86 (B7-2) e a
populacdo P3 (gate azul) sem expressdo do marcador de superficie CD86 (B7-2) da condicédo infectado, avaliado
pelo fluorocromo PE vs granulosidade (G, H) Histograma mostrando a intensidade do fluorocromo PE da
populacdo Ple P2 da condicdo infectada. O test Kolmogorov-smirnov foi aplicado para verificar normalidade e o
Mann-Whitney para comparar duas condi¢Ges (n=3).

No ensaio de 24 h as celulas obtidas foram analisadas por dupla marcagdo (CDla-
FITC e CD86 (B7-2)-PE) no citdmetro de fluxo, fazendo possivel a obtencdo de dois
fenotipos CDlat+/ CD86 (B7-2)+ e CDla-/ CD86 (B7-2)+. Portanto, as figuras 18, 19,

apresentam um gréafico dot plot gerado no citdmetro de fluxo.
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Inicialmente, para analisar o fendtipo CD1a+/ CD86 (B7-2)+. Foi necessario escolher
a estratégia de gate para a populacéo P1 correspondente as células de interesse (Figura 18A,
D). Observou-se na figura 18B, E a populacdo P5 analisada anteriormente que pertence a
populacdo de células que expressaram CDZla na superficie, assim, dentro deste grupo de
células foi avaliada a expressdo da molécula co-estimulatria CD86 (B7-2)+, correspondente
a P6 na condicdo controle com uma mediana de 84,52+7,14%(Figura 18C) e na condicdo

infectado com uma mediana de 98,25+8,97%(Figura 18F), com um valo p=0,0104.

Os dados apresentados anteriormente demostraram uma significancia estatistica ao

comparar a condicéo controle em relagédo com a condicéo infectado.
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Figura 18: Dot plot representativo de citometria de fluxo da expresséo da molécula co-estimunolaroria
CD86 (B7-2) em DCs com fenétipo CD1la+/ CD86(B7-2), 24h depois da interagdo com L. braziliensis. Perfil
caracteristico da populacéo celular P1 (gate laranja). (A) Marcacdo dupla das células pertencentes a populagdo
P1 da condicdo controle analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC). (B) Populagdo P4 com fenétipo
CD1la- e populagdo P5com fendtipo CD1A+ pertencentes na condi¢do controle, analisada pelo fluorocromo
FITC vs granulosidade. (C) Populagéo P6 (gate azul) com fenétipo CD1a+/ CD86 (B7-2) + da condicédo controle
analisada pelo fluorocromo PE vs granulosidade, dentro da populacdo P5. (D) Marcacdo dupla da populagédo P1
da condicdo infectada analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC). (E) Populagdo P4 com fenotipo
CDla- e populagdo P5 com fenétipo CD1la+, pertencentes na condicdo infectado analisada pelo fluorocromo
FITC vs granulosidade (F) Populagdo P6 (gate azul) com fenétipo CD1a+/ CD86 (B7-2) + da condicdo infectado
analisada pelo fluorocromo PE vs granulosidade, dentro da populacdo P5. O test Kolmogorov-smirnov foi
aplicado para verificar normalidade e o test-t student para comparar duas condi¢des (n=8).
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Da mesma maneira, para o fenétipo CD1a-/CD86(B7-2)+, a estratégia de gate foi
selecionada para a populagdo P1 correspondente as células de interesse (Figura 19A,D).
Observou-se na figura 19B, E a populacdo P4 que foi mencionada acima, pertencente a
populacéo de células que ndo expressaram CD1a na superficie, de tal modo que, dentro deste
grupo de células foi estudada a expressdo da molécula co-estimulatéria CD86 (B7-2)+,
correspondente a P7 na condicdo controle com uma mediana de 94,027+6.52% (Figura 19C)
e na condicdo infectado com uma mediana de 97,33+3.31% (Figura 19F), com um valo
p=0,0704.

Pelo contrario, os dados expostos anteriormente ndo tiveram diferenca significativa na
expressdao do marcador CD86(B7-2)+, ao comparar as duas condi¢cdes de estudo, para o
fenotipo CD1a-/CD86(B7-2)+.
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Figura 19: Dot plot representativo de citometria de fluxo da expressdo da molécula co-estimunolaroria
CD86(B7-2) em DCs com fendtipo CD1a-/ CD86 (B7-2), 24h depois da interacdo com L. braziliensis. Perfil
caracteristico da populacéo celular P1 (gate laranja). (A) Marcacdo dupla das células pertencentes a populagio
P1 da condigdo controle analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC). (B) Populagdo P4 com fenétipo
CD1la- e populagdo P5com fendtipo CD1A+ pertencentes na condi¢do controle, analisada pelo fluorocromo
FITC vs granulosidade. (C) Populagdo P7 (gate azul) com fenétipo CD1a-/ CD86 (B7-2) + da condicédo controle
analisada pelo fluorocromo PE vs granulosidade, dentro da populacdo P4. (D) Marcacdo dupla da populagédo P1
da condicdo infectada analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC). (E) Populagdo P4 com fenotipo
CDla- e populagdo P5 com fenétipo CD1la+, pertencentes na condi¢do infectado analisada pelo fluorocromo
FITC vs granulosidade (F) Populacdo P7 (gate azul) com fen6tipo CD1a-/ CD86 (B7-2) + da condicédo infectado
analisada pelo fluorocromo PE vs granulosidade, dentro da populacdo P4. O test Kolmogorov-smirnov foi
aplicado para verificar normalidade e o0 Mann-Whitney para comparar duas condigfes (n=8).
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A pesar da diferenca ndo ser estatisticamente significativa ao comparar a condi¢édo
controle com a condicdo infectada, em quanto a porcentagem de expressao da molécula co-
estimulatoria CD86 (B7-2), no tempo de 12 h, os trés doadores apresentaram um aumento na

expressao desta molécula (Figuran20A).

J&, no experimento das 24 h como é mostrado na figura 20B, foi avaliada a expresséo
de CD86 (B7-2) em células com fendtipo CD1a+/ CD86 (B7-2), estatisticamente significante
e observou-se que houve um comportamento crescente da condi¢do controle para a condi¢ao
infectada apds a interagdo com L. braziliensis. E importante ressaltar que no tempo de 24h o
doador D7 teve uma diminuicdo total de 11.12% na porcentagem de expressdo da molécula
co-estimulatéria da condicdo controle (84,02%) em relacdo com a condi¢do infectada
(72.90%). Células com fendtipo CD1a-/CD86 (B7-2)+, mantiveram um aumento gradual nos
niveis de CD86 (B7-2)+. O doador D7 apresenta tendéncia na diminuicdo na expressdo de
CD86(B7-2)+ 24 h depois da interacdo com o patdgeno (Figura 21A).
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Figura 20: Porcentual de células positivas obtidas a partir de citometria de fluxo, em quanto a expressao do
marcador de superficie CD86 (B7-2) em células com fenétipo CD1la+/ CD86(B7-2)+ (A) 12 h apds da interacdo
com L. braziliensis.(n=3) (B) 24 h apos da interacdo com L. braziliensis (n=8). Cada ponto no gréafico representa
um doador.
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Figura 21: Porcentual de células positivas obtidas a partir de citometria de fluxo, em quanto a expressdo do
marcador de superficie CD86 (B7-2) em células com fendtipo CD1a-/ CD86 (B7-2)+ (A) 24 h apds da interagdo
com L. braziliensis. Cada ponto no grafico representa um doador.

6.3.4 Expressdo da molécula DC-SIGN (CD209)

Juntamente como CD86 (B7-2), a molécula DC-SIGN exerce um papel co-
estimulatorio importante na ligacdo e internalizacdo das particulas antigénicas pelas DCs. Por
tanto, analisou-se a expressdo desta molécula em células controle e infectadas apds 24h de

interacdo com L. braziliensis.

Neste ensaio de 24 h as celulas obtidas foram analisadas por dupla marcagdo (CD1a-
FITC e CD209-PE) no citémetro de fluxo, fazendo possivel a obtencdo de dois fenétipos
CDla+/ CD209+ e CD1a-/ CD209+. Portanto, as figuras 22, 23, apresentam um grafico dot

plot gerado no citdmetro de fluxo.

Em seguida, para analisar o fenétipo CDla+/ CD209+, foi necesséario escolher a
estratégia de gate para a populacdo P1 correspondente as células de interesse (Figura 22A,
D). Observou-se na figura 22B, E a populacdo P5 analisada anteriormente que pertence a
populacdo de células que expressaram CDla na superficie, assim, dentro deste grupo de
células foi avaliada a expressdo da molécula co-estimulatéria CD209+, correspondente a P6
na condicdo controle com uma mediana de 97,54+6,77% (Figura 22C) e na condi¢édo

infectado com uma mediana de 97+6,33%(Figura 22F), com um valor p=0,744.

81



SSC-A

CONTROLE

A B
x1000 . - x1000 C P5
250 P1 250 x1000
250
200~ 200
| 200
150-| < 150
! § <150
100 100 b
Y 100
50 50
50
: T e 0
1020 1 1 10¢
y 020 12 100 10t
CD1aFITC
CD209-PE
LB
E F
x1000 %1000 P5
250 250 *1000
| P4 250
200 200
200
< 150 < 150
s ®) < 450
“ 100 o 9
100 %] 100
50
20 50
ol :
100 150 200 250 0 N . 0
x1000 0 10 10 A0 1E 100 10t
FSC-A CD1aFITC CD209-PE
CD1a+/CD209/24 h
Controle 97,54+6,77%
LB 97+6,33%
p=0,744

Figura 22: Dot plot representativo de citometria de fluxo da expressdo da molécula co-estimunolaroria
CD209 (DC-SIGN) em DCs com fendtipo CDla+/ CD209, 24h depois da interacdo com L. braziliensis.
Perfil caracteristico da populagdo celular P1 (gate laranja). (A) Marcacdo dupla das células pertencentes a
populacdo P1 da condicdo controle analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC). (B) Populacdo P4 com
fendtipo CDla- e populagdo P5com fendtipo CD1A+ pertencentes na condi¢do controle, analisada pelo
fluorocromo FITC vs granulosidade. (C) Populacdo P6 (gate azul) com fendtipo CDla+/ CD209 + da condigdo
controle analisada pelo fluorocromo PE vs granulosidade, dentro da populagdo P5. (D) Marcagdo dupla da
populacdo P1 da condicdo infectada analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC). (E) Populagdo P4
com fendtipo CD1a- e populagdo P5 com fendtipo CD1a+, pertencentes na condi¢éo infectado analisada pelo
fluorocromo FITC vs granulosidade (F) Populagdo P6 (gate azul) com fendtipo CDla+/ CD209 + da condi¢do
infectado analisada pelo fluorocromo PE vs granulosidade, dentro da populacdo P5. O test Kolmogorov-smirnov
foi aplicado para verificar normalidade e o0 Mann-Whitney para comparar duas condic6es (n=8).

82

10°

10°



Da mesma forma, para o fenétipo CD1a-/CD209+, a estratégia de gate foi selecionada
para a populacdo P1 correspondente as células de estudo (Figura 23A, D). Observou-se na
figura 23B, E a populacdo P4 que foi mencionada acima, pertencente a populacéo de células
que nao expressaram CD1a na superficie, de tal modo que, dentro deste grupo de células foi
estudada a expressdo da molécula co-estimulatéria CD209+, correspondente a P7 na condicao
controle com uma mediana de 89,32+21,10% (Figura 23C) e a condig&o infectado com uma
mediana de 91,15+22,77% (Figura 23F), com um valor p=0,8473.

Todos os dados expostos anteriormente ndo tiveram diferenca significativa na
expressdo do marcador CD209, ao comparar as duas condicdes de estudo, para os fendtipos
CD1a+/CD209+ e CD1la-/
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Figura 23: Dot plot representativo de citometria de fluxo da expressdo da molécula co-estimunolaroria
CD209 (DC-SIGN) em DCs com fen6tipo CDl1a-/ CD209, 24h depois da interagdo com L. braziliensis. Perfil
caracteristico da populacéo celular P1 (gate laranja). (A) Marcacdo dupla das células pertencentes a populagdo
P1 da condicdo controle analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC). (B) Populagdo P4 com fenétipo
CDla- e populagdo P5com fendtipo CD1A+ pertencentes na condi¢do controle, analisada pelo fluorocromo
FITC vs granulosidade. (C) Populagdo P7 (gate azul) com fenétipo CDla-/ CD209 + da condi¢do controle
analisada pelo fluorocromo PE vs granulosidade, dentro da populacdo P4. (D) Marcacdo dupla da populagdo P1
da condicdo infectada analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC). (E) Populagdo P4 com fenétipo
CDla- e populagdo P5 com fenétipo CD1la+, pertencentes na condi¢do infectado analisada pelo fluorocromo
FITC vs granulosidade (F) Populagdo P7 (gate azul) com fenétipo CDla-/ CD209 + da condigdo infectado
analisada pelo fluorocromo PE vs granulosidade, dentro da populacdo P4. O test Kolmogorov-smirnov foi
aplicado para verificar normalidade e o Mann-Whitney para comparar duas condicfes (n=8).
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Como foi mencionado anteriormente os dados ndo tiveram relevancia estatistica, mas,
células com feno6tipo CD1a+/ CD209+, mantiveram um nivel de expressdo alto na facha de
78% até 98% aproximadamente entre duas condicdes, controle e infectado (Figura 24A).
Analogamente, para as células com fenotipo CD1a-/CD209+, observou-se na figura 24B um
comportamento homogéneo para alguns doadores, pois, 0s niveis de expressdo de DC-SIGN
(CD209), ficaram no intervalo de 80-90% em cada uma das condi¢Ges, com excecdo, do
doador D2 que teve uma expressdo baixa de 54,76% na condicdo controle e 57,54% na
condicdo infectado, claramente ndo observou-se variacdo; o doador D4 teve uma leve
diminuicao de 9.91%, da condigao controle (43,73%) para a condigéo infectado (33.92%), nos
niveis de CD2009.
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Figura 24: Porcentual de células positivas obtidas a partir de citometria de fluxo, em quanto a expressdo do
marcador de superficie DC-SIGN (CD209) em células com fenétipo (A) CDla+/ DC-SIGN (CD209)+ e (B)
CD1a-/ DC-SIGN (CD209)+, ap6s 24 h da interagdo com L. braziliensis. Cada ponto no gréafico representa um
doador.

Finalmente, a Figura 25 apresenta uma sintese de todos os dados gerados pelos
diferentes marcadores HLA-DR, CD86 (B7-2) e DC-SIGN (CD209) avaliados em quanto ao
nivel de expressdo na superficie das células com fenétipo CDla+ e CD1a-, em cada uma das

condicdes, controle e infectado, nos tempos 12 e 24 h apds a interacdo com L. braziliensis.

A figura 25A apresenta a porcentagem de expressdo das moléculas HLA-DR e CD86
12 h ap6s o contato com o parasito em células com fen6tipo CD1a+. Observou-se que 0s dois
marcadores tiveram uma expressdo heterogénea. HLA-DR na condigdo controle teve uma
porcentagem de expressdo em uma facha de 65,42-86,50%. Esta molécula aumenta na
condicédo infectado (80-85%). CD86, também manteve um amplo intervalo na expressdo da

85

D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8



molécula. Na condicdo controle foi desde 57,35% como o menor ponto, até 75,65% como o

ponto maximo.

Ja na condicao infectado, observou-se um aumento na expressao da CD86 (72,92-

83,70%) induzido pela L. braziliensis.

A figura 25B, apresenta a porcentagem de expressdo das moléculas HLA-DR, CD86 e
DC-SIGN (CD209) 24 h apds o contato com o parasito em células com fendtipo CD1a+.
HLA-DR teve uma distribuicdo dispersa, mas com uma boa expressao, ja que, 79,90% foi o
ponto minimo e 99,20% o maximo na condi¢do controle; 76,19% o ponto minimo e 97,85 0
maximo na condicéo infectado. O comportamento de CD86 foi variavel na condicdo controle,
mostrando valores desde 73,59% até 94.42%. Ja, a condicdo infectado manteve uma
expressao localizada e alta, aproximadamente 98%, com exce¢do do ponto com 72,90%. O
marcador CD209 manteve uma expressdo elevada para as duas condi¢des, com um valor

aproximado de 95%, excetuando, 0s pontos que ficaram com uma expressao menor.

A figura 25C, apresenta a porcentagem de expressao das moléculas HLA-DR, CD86 e
DC-SIGN (CD209) 24 h ap6s o contato com o parasito em células com fenétipo CD1a-. Os
marcadores HLA-DR e CD86, apresentaram um comportamento similar. Mostraram niveis
altos (80-90%) na expressao dos marcadores nas duas condic¢des de estudo, excetuando aquele
ponto que ficou fora do padrdo (22,54%) para a condi¢do infectado da molécula HLA-DR.
Observou-se um comportamento varidvel na expressdo de DC-SIGN (CD209), mostrando
43.73% como ponto minimo e 97.50% como o maximo de expressdo para a condicdo
controle; por outro lado, 33,92% foi o0 ponto minimo e 97,58% foi 0 ponto maximo para a

condic&o infectado na porcentagem de expresséo.
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Figura 25: Expressdo porcentual dos marcadores de superficie para a caracterizagdo de DCs nas condicOes
controle e infectado com L. braziliensis (A) apds 12h de infeccdo em células com fenétipo CDla+, (n=3). (B)
Apos 24h de infec¢do em células com fendtipo CD1a+ (n=8). (C) Apos 24h de infecgcdo em células com fenotipo
CD1a-, (n=8). (*) Estatisticamente significativo. Cada ponto no gréafico representa um doador.

Outro parametro analisado nas moléculas de superficie, foi Mean Fluorescence
Intensity (MFI). A figura 26A, mostra a MFI das moléculas de superficie HLA-DR e CD86
(B7-2) no tempo de 12 h, em células com fendtipo CDla+. Observou-se que o marcador
HLA-DR tive uma mediana de 2517+1402 na condicéo controle e 2550+961,2 para condicdo
infectado, com um valor p=0,900; os dados reportam um desvio padrdo grande na intensidade
da fluorescéncia do PE. Da mesma forma, CD86 apresenta uma mediana de 970,3+123,8 na
condicgéo controle e 1168+1772 na condicdo infectado, com valor p=0,400. Observou-se que

os dados ndo tiveram relevancia estatistica.
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De maneira anéloga, a figura 26B, apresenta a MFI das moléculas de superficie HLA-
DR, CD86 (B7-2) e DC-SIGN (CD209), no tempo de 24 h, em células com fen6tipo CD1a+.
Verificou-se uma mediana de 647+211.6 na condicdo controle e 643+241.6 na condigdo
infectado para o marcador HLA-DR (p= 0,7429); conjuntamente, para CD86 foi reportado
uma mediana de 870+272.2 e 1757+834.3 para as condi¢cdes controle e infectado
respetivamente, apresentando uma significancia estatistica p= 0,0148. Por ultimo, DC-SIGN
(CD209) teve uma mediana de 1037+323,6 na condicdo controle e 954+324,5 na condicédo
infectado (p=0,5914). Assim, de forma geral, observou-se um comportamento homogéneo na
intensidade do fluorocromo PE nas diferentes moléculas, as quais, mostraram uma intensidade

razoavelmente elevada.

Finalmente, a figura 26C, apresenta a MFI das moléculas de superficie HLA-DR,
CD86 (B7-2) e DC-SIGN (CD209), no tempo de 24 h, em células com fenétipo CD1a-. De tal
modo, foi reportado uma mediana de 712.5+241,1 na condigdo controle e 734,5+221 na
condicdo infectado para o marcador HLA-DR (p= 0,8163); igualmente, para CD86 foi
mostrada uma mediana de 1446+387,4 e 2593+£1031 para as condi¢fes controle e infectado
respetivamente, apresentando uma significancia estatistica p= 0,0191. Por ultimo, DC-SIGN
(CD209) teve uma mediana de 884+313,9 na condicdo controle e 908.5+333.3 na condicéo
infectado (p= 0,7718). Todos os marcadores de superficie, embora, ndo apresentaram
significancia estatistica excetuando a molécula CD86, apresentaram uma intensidade no

fluorocromo PE consideravelmente alta.
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Figura 26: Intensidade média de fluorescéncia dos marcadores de superficie das DCs nas condigdes controle e
infectado com L. braziliensis (A) apds 12h de infecgdo interagdo em células com fendtipo CDla+, (n=3). (B)
Apos 24h de infecgdo em células com fendtipo CD1a+ (n=8). (C) Ap6s 24h de infeccdo em células com fen6tipo
CD1a-, (n=8). (*) Estatisticamente significativo. Cada ponto nu gréafico representa um doador.
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6.5 Producéo de citocinas

Além de analisar a expressdo das moléculas de superficie das DCs avaliamos
também a producdo de citocinas nas condicGes controle e infectado. Assim, 0s sobrenadantes
das culturas foram coletados e as citocinas IL-12+p40, IL-1p, TNF-a, IL-10, IL-6 e TGF-B1,
dosadas por ELISA.

6.5.1 Niveis da Interleucina 12 (I1L-12+p40)

Foi avaliada a producdo de IL-12+p40 nos sobrenadantes da cultura de DCs,
observando que 12h apos infeccdo (Figura 27A) apresentou-se um aumento na producao
dessa citocina para a condicdo controle com uma mediana de 103,8+60,49 pg/ml em relacédo
com a condicdo infectado com uma mediana de 52,64+59,61 pg/ml, apesar de ndo ser dados
estatisticamente significativos (p=0,1167) A condicdo controle apresenta uma distribuicédo
heterégena dos dados, mostrando um intervalo de producdo de IL-12+p40 de 38,605 até
196,535 pg/ml. Analogamente, a condicdo infectada embora apresentou niveis menores,
manteve uma faixa de 9,471 até 76,711 pg/ml, excetuando o ponto que mostrou maior
producdo de IL-12+p40 (200,154 pg/ml).

Por outro lado, apresentasse na Figura 27B os niveis de IL-12+p40 24h apds a
interacdo com L. braziliensis, os quais apresentaram uma mediana de 118,5+71,49 pg/ml para
a condicdo controle e 160,2 £152,4 pg/ml para a condigéo infectado. Os dados ndo mostraram
significancia estatistica (p=0,2078), no entanto, observou-se um aumento nos niveis de IL-
12+p40 na condicdo infectado tendo um intervalo entre 77,09 pg/ml até 203,76 pg/ml,
excetuando o ponto com um nivel maior de 515,85 pg/ml, em relacdo com a condicdo
controle, pios, os niveis detectveis foram levemente menores, mantendo uma faixa entre

45,205 pg/ml e 126,176 pg/ml, excetuando o ponto fora do intervalo (253,92 pg/ml).
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Figura 27: Producdo de IL-12p+40 para cada uma das condi¢des de estudo (controle e infectado).
Sobrenadantes da cultura de DCs (A) 12 h (n=3) e (B) 24 h (n=8) apds a interagdo com L. braziliensis.

6.5.2 Niveis do fator de necrose tumoral (TNF-a)

Como é mostrado na Figura 28A; 12 h apos a infeccdo observou-se uma producéo de
TNF-a em um intervalo de 7,8 pg/ml até 178,7 pg/ml, excetuando o ponto que encontra-se
fora do intervalo (904,9 pg/ml), com uma mediana de 64,82+280,5 pg/ml. Ja a condi¢do
infectado, apresenta uma distribuicdo heterogénea e dispersa, tendo um intervalo de produgéo
desde 64,8 pg/ml até 976,1 pg/ml, com uma mediana de 164,5+288,7. Salvo os dados nédo
serem significativos (p=0,4249), foram detectados niveis maiores na condi¢do infectado em

relagdo com a condicdo controle.

Da mesma forma, a Figura 28B mostra os resultados ap6s 24 h da infeccdo, os quais,
revelaram que a condicdo controle teve uma producdo de TNF-a entre 22,1 pg/ml e 36,3
pg/ml excetuando os valores fora do intervalo (207,2 pg/ml e 249,9 pg/ml) com uma mediana
de 22,10 97,36 pg/ml. Consequentemente, a condi¢do infectado mostrou uma distribuicédo
ampla dos dados, pois, apresentam um nivel de TNF-a a partir de 22,1 pg/ml até 335,5 pg/ml
com uma mediana de 107,5 £116,0 pg/ml. N&o obstante, os dados ndo sejam estatisticamente
significativos (p=0,3504), observou-se uma producdo maior de TNF-a na condic¢do infectado

em relagdo com a condicéao controle.
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Figura 28: Producéo de TNF-o para cada uma das condigdes de estudo (controle e infectado). Sobrenadantes da
cultura de DCs (A) 12 h (n=3) e. (B) 24 h (n=8) ap0s a interacdo com L. braziliensis.

E importante mencionar que ndo foram detectaveis niveis de producdo nas citocinas
IL-10, TGF-B, IL-6, IL-1pB, ap6s de 12 e 24 h de interagdo com L. braziliensis. Os dados nédo

foram apresentados.

6.6 Morte Celular

Com o objetivo de saber se a L. braziliensis é capaz de induzir a apoptose das DCs,

estas células foram colocadas para interagirem com o parasito durante 24 h.

A Figura 29A, C mostra os graficos gerados ao analisar as células totais no citometro
de fluxo. Assim, células que apresentaram morte celular (inicial ou tardia), encontram-se

distribuidas em quatro quadrantes (Figuras 29 B, C).

Células nos quadrantes Q2_UL apresentam apoptose inicial (Anexina+/PI-), com uma
mediana de 9,930+5,78% na condicdo controle e 7,490+5,929% na condicdo infectado, com
um valor p=0,5604; Q2 LR células em necrose (Anexina-/Pl+) com uma mediana de
0,660£0,7135% na condigéo controle e 1.405+1.722% na condicdo infectado, com um valor
p=0,123; Q2_UR células em apoptose tardia o necrose (Anexina+/Pl+) com uma mediana de
15,12+4,604% na condicdo controle e 17,03+4,939% na condicdo infectado, com um valor

p=0,5919; Q2_LL representam a quantidade de células viaveis.
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Figura 29: Dot plot representativo de citometria de fluxo apresentando morte celular de DCs 24 h apés a
interacdo com L. braziliensis. (A) Marcacdo dupla do total de células da condi¢do controle analisada por
tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC). (B) Marcacdo dupla Anexina V-FITC/PI da condi¢do controle. (C)
Marcacdo dupla do total de células da condigdo infectada analisada por tamanho (FSC) vs granulosidade (SSC).
(D) Marcacédo dupla Anexina V-FITC/PI da condigdo infectado. O test Kolmogorov-smirnov foi aplicado para
verificar normalidade e o0 Mann Whitney para comparar duas condices.

Analisou-se a porcentagem de DCs que tiveram uma apoptose inicial apos 24 h de
interacdo com L braziliensis (Figura 30A), por tanto, observou-se, uma distribuicdo
heterogénea nos dados, os doadores D1, D3, D4 e D6, mantiveram um comportamento
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decrescente da condicdo controle em relagdo com a condicdo infectado. Na figura 30B, as

DCs tiveram um comportamento igual e/ou decrescente da condigéo controle para a condigéo

infectado na porcentagem de células duplo positivo (Anexina+/Pl+), células em apoptose

tardia ou necrose. Também, foi avaliado a porcentagem de DCs que entraram em necrose

(Figura 30C), e observou-se que as DCs apresentam baixa porcentagem de células positivas

para Pl. Por conseguinte, Os resultados sugerem uma possivel inibi¢do da apoptose das DCs,

embora os dados ndo sejam significativos.
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Figura 30: Quantificacdo da taxa da morte celular de DCs na interagdo apds 24 h, com L. braziliensis, avaliada
na condi¢do controle e infectado. (A) Porcentual de células positivas para Anexina+/Pl- (B) Porcentual de

células positivas para Anexina+/Pl+ (C) Porcentual de células positivas para Anexina-/Pl+, (n=8).
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6.7 Extracédo de RNA

O trizol foi usado como solugéo para realizar a extracdo do RNA total das DCs nas condi¢des
controle e infectado apds 12 h de interacdo com L. braziliensis. Assim, o0 RNA total obtido foi
quantificado no Qubit (Tabela 1) e sua integridade foi avaliada no Bioanalyzer obtendo como
resultado o numero de RIN (RNA Integrity Number) (Tabela 2) o qual é uma escada numérica que tem
um intervalo de 1 até 10, para um valor de 1, o perfil do RNA esta mais degradado e um valor de 10
significa que o perfil do RNA tem uma 6tima integridade, no entanto, para valores acima de 7 séo
considerados bons. Este tipo de analise, apresentam maior sensibilidade que os géis de agarose, deste
modo a leitura do electroferograma é muito mais simples na hora de saber a confiabilidade dos

resultado.

Tabela 1: Quantificagcdo no Quibit do RNA total extraido das DCs nas condic8es controle e infectado ap6s 12 h
de interacdo com L. braziliensis. Os experimentos foram feitos em replicata.

Doador Células Totais Concentragao (ug/ml)
D1 CONTROLE (1) 9.75 X 105 85.7
D1 INFECTADO (1) 1532 X 10° 2.3
D1 CONTROLE (2) 7.75 X 105 19.3
D1 INFECTADO (2) 87X 10° 175
D2 CONTROLE (1) 325X 10" 12.4
D2 INFECTADO (1) 72%10° 38.0
D2 CONTROLE (2) 325X 10° 0.89
D2 INFECTADO (2) 245X 10° 16.6
D3 CONTROLE (1) 1.125 X 105 11.2
D3 INFECTADO (1) 0325 X 10° 7.67
D3 CONTROLE (2) 575X 10" 74.8
D3 INFECTADO (2) 6.45 X 10" 57.8
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Tabela 2: Numero de RIN do RNA extraido das DCs nas condicdes controle e infetado apds 12 h de interacéo
com L. braziliensis

Doador Numero de RIN

D1 CONTROLE (1) 2.20
D1 INFECTADO (1) 2.30
D1 CONTROLE (2) 7.70
D1 INFECTADO (2) 6.40
D2 CONTROLE (1) 8.10
D2 INFECTADO (1) 8

D2 CONTROLE (2) 5

D2 INFECTADO (2) 5.20
D3 CONTROLE (1) 8.80
D3 INFECTADO (1) 7.80
D3 CONTROLE (2) 8.30
D3 INFECTADO (2) 8.30

Observe-se que na Figura 31, os doadores D1 C (1) e D1 I (1) ndo apresentaram resultados
satisfatdrios, pois 0 RNA encontra-se degradado no caso de D1 C (1) tendo um numero de RIN de
2.20, para amostra D1 | (1) apresentou-se contaminagdo com DNA ou degradagdo, o nimero de RIN é
correspondente a 2.30. Da mesma forma, o nimero de RIN para as amostras D2 C (2) e D2 | (2) foi de
5 e 5.20 respectivamente, o qual, representa a baixa qualidade delas, apesar de perceber as
subunidades ribossomais 18S e 28S no gel. O resto das amostras pertencentes aos doadores D3 C (1),

D3C,1(2),D1C,1(2),D2C, I (1) apresentaram um numero de RIN superior ou igual a sete.
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Figura 31: Imagem do gel de RNA gerado com RNA 6000 Pico LabChip na plataforma do Bioanalyzer. (A, B) Analise da
integridade do RNA extraido das DCs nas condicdes controle (C) e infectado (1) apds 12 h de interagdo com L. braziliensis.
(C) Electroferogramas representativos de duas amostras D3 C (1) e D2 C (1), mostrando o RNA total com as subunidades

ribossomais 18S e 28S.
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7. DISCUSSAO

Células dendriticas (DCs) sao elementos chaves da imunidade, que em estado imaturo
sdo capazes de capturar, processar e apresentar antigenos para os linfocitos T, tendo a
capacidade de polarizar a resposta efetora do sistema imune (Brandonisio et al., 2004).
Trabalhos realizados demostram que DCs desempenham um papel fundamental na resposta
contra a infeccdo causada por parasitos intracelulares Leishmania, apesar dos macrofagos
serem as principais células hospedeiras desses parasitos (Liu & Uzonna, 2012) ). Nesse
trabalho o estudo esté direcionado em elucidar os acontecimentos iniciais na interacdo DCs-
L. braziliensis, j& que essa espécie de Leishmania é a responsavel pela manifestacéo clinica
mais comum no Brasil e nas Américas, caracterizada por Ulceras simples ou mdltiplas na pele,

mostrando usualmente a cura espontanea (Faria et al., 2009).

Para desenvolver o objetivo proposto, foi utilizado uma abordagem experimental
baseado na diferenciacdo in vitro de DCs a partir de mondcitos obtidos de células
mononucleares de sangue periférico de doadores saudaveis que posteriormente foram
colocadas em cultura para interagir durante 12 e 24 h com L. braziliensis, avaliando o padrdo

de producéo de citocinas, moléculas co-estimulatérias e morte celular.

Inicialmente, como é reportado na literatura, DCs humanas representam uma rara e
heterogénea populacdo originadas de células troco hematopoiéticas CD34+. A proteina de
membrana tipo 1 CD1, é amplamente utilizada como marcador de DCs humanas, expressado
durante o desenvolvimento e/ou diferenciacdo (Gogolak et al., 2007) e sdo expressas
principalmente em células apresentadoras de antigenos como macréfagos, células B e DCs
(Vincent et al., 2003) Sua expressdo aparece em DCs derivadas de mondcitos obtidos de
sangue periférico e estimuladas com as citocinas GM-CSF e IL-4 apds seis dias de cultura
(Shortman & Liu, 2002) por essa razdo, a caracterizacdo das DCs nesse estudo foi realizada
por meio do marcador de superficie CD1a devido a semelhanca que apresentam com as DCs
presentes no tecido da pele. Apos a realizacdo desse protocolo, detectamos duas populagdes
distintas com fenétipo CDla+ e CD1a-, sendo isso possivel por terem sido diferenciadas in
vitro. Porém, ainda ndo foi identificado um fator exdgeno natural ou a via regulatéria que
modula o fendtipo de mDCs (células dendriticas de origem mieldide) para CDla+ e CDla-
(Gogolak et al., 2007). Assim, tem sido demonstrado que mDCs imaturas CD1a- apresenta
maior capacidade de internalizar os antigenos em relacdo as CD1a+. Ambos subtipos ativados

teriam 0 mesmo potencial migratério, porém diferem no perfil de produgéo de citocinas o qual
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estaria impactando na polarizacdo da resposta efetora dos linfocitos T. Além disso, na
diferenciacdo in vitro das mDCs, 0 soro presente no meio é critico, pois as lipoproteinas
contidas ali direcionam a geracdo de mDCs com fendtipo CD1a-, em relacdo com o fendtipo
CDla+ que € inibido (Jakobsen et al., 2004). Em mondcitos, a citocina IL-4 mostra uma super
regulacdo da 12/15- lipoxigenase, o qual esta associado a geracdo de ligantes enddgenos e
ativagdo do receptor gama da atividade proliferadora do peroxissoma (PPAR-y) (Spanbroek et
al.,, 2001). O anterior encontra-se associado com o fenétipo CDla-, pois, internalizam
eficientemente lipoproteinas do soro, ajudando na ativacdo de ligantes para o receptor PPAR-

Y, em relagdo com o fenotipo CD1a+ que ndo possui essa capacidade (Gogolak et al., 2007).

Nos humanos sdo expressas quatro isoformas de CD1; CD1a, CD1b, CD1c e CD1d,
com papel de apresentar lipidios proprios ou estranhos para as células T, potencialmente
induzindo a producéo de citocinas do perfil Thl (T auxiliador tipo 1). Em contraste, estudos
em humanos infectados naturalmente com Mycobacterium tuberculosis, corroboram o papel
da CD1, gerando células T de memoria, pela apresentacdo de lipidios pelo CDIc.
Adicionalmente, a vacinacdo em guinea pigs (porquinhos da india) com lipidios
micobacterianos demostram um efeito protetor, resultando na reducdo da patologia pulmonar
e na diminuicdo de coldnias bacterianas, sugerindo que CD1 é restrito as células T,

contribuindo na resposta de memdria no modelo animal (Vincent et al., 2003).

Assim a expressdo de CD1a na superficie das DCs ndo é dependente da maturacdo das
mesmas, ja que as CD1 tem a capacidade de apresentar lipideos as células T
independentemente do MHC de classe I/1l. Porém pouca informacdo é conhecida sobre a
regulacdo transcricional desse processo, sendo CD1 e MHC I/11 relacionados na ativacdo de
moléculas co-estimulatérias e producdo de citocinas (Vincent et al., 2003; (Gogolak et al.,
2007).

Logo depois da caracterizacdo das DCs, verificou-se a taxa de infeccdo na interacdo
DCs-L. braziliensis, a qual mostra que o parasito tem a capacidade de infectar DCs humanas
derivadas de mondcitos com baixa variacdo apés 12h e depois das 24 h com uma maior
variabilidade. O mesmo foi observado com L. amazonensis conseguindo infectar DCs
humanas derivadas de mondcitos, mostrando pouca variabilidade estatistica apds 12 e 24 h da
infeccdo (Favali, Clare, & Brodskyn, 2007). Além disso, estudos mostram que a viruléncia de
promastigotas de Leishmania é dependente do ciclo celular e restrito a fase estacionaria de

crescimento (Farias et al., 2013). Consequentemente, esse efeito promove, a ativacdo da
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célula, a apresentagdo dos antigenos e a producdo de citocinas envolvidas na resposta
inflamatdria (Giudice et al., 2012).

Como anteriormente foi mencionado, as DCs sdo especialistas na apresentacdo de
antigenos, portanto, sua ativacéo é essencial no inicio da regulacdo da resposta imune. Para
tanto, sdo necessarios dois sinais, 0 primeiro que é o reconhecimento do antigeno associado as
moléculas do MHC e o segundo sinal gerado pelas moléculas co-estimulatdrias, presentes na
superficie das células apresentadoras de antigeno, com o fim, de criar um desenvolvimento
eficiente da resposta imune. Na auséncia da co-estimulacdo, a célula ficara anérgica, um
estado ndo responsivo. Assim, nesse trabalho foram avaliadas as moléculas de superficie
presentes nas DCs com fenétipo CD1a+ e CDla-, avaliando o grau de maturacéo referente ao
estimulo gerado pelos antigenos de L. braziliensis, tais como, HLA-DR e moléculas co-
estimulatdrias CD86 e DC-SIGN/CD209 envolvidos na apresentacdo e ativagdo das células T.
Favali et al., (2005), descreve a importancia das moléculas co-estimulatérias na resposta
imunoldgica de pacientes com leishmaniose cutanea, havendo um destaque para a via CD28-
B7. Nossos resultados mostram, que a interacdo L. braziliensis com DCs modula a expressao
das moléculas de superficie mencionadas anteriormente, independentemente do tempo de
interacdo e fenotipo da célula (CDla+/ CD1a-), iniciando uma resposta imune ao patégeno,
além da producdo de citocinas. A populacdo CD1a- apresentou maior expressdao de moléculas
de superficie enquanto HLA-DR e CD86 em relacdo as CD1la+, sugerindo um grau de
maturacdo maior ou diferentes estadios de diferenciacdo (Gogolak et al., 2007); (Jakobsen et
al., 2004). Ja DC-SIGN/CD209 apresentou uma expressao similar nos dois fenétipos celulares
obtidos.

As moléculas do MHC humano sdo chamadas de antigeno leucocitario humano
(HLA). Nesse trabalho foi detectado a expressdo da molécula de superficie HLA-DR, pois ela
desempenha o papel de apresentar antigenos peptidicos as células T, o que é fundamental para
sua ativacdo. As moléculas do MHC demostram uma especificidade muito ampla respeito a
ligacdo de antigenos, devido a que esses genes sdo 0s mais polimorficos do genoma humano,
mas uma especificidade fina no reconhecimento dos antigenos reside principalmente nos
receptores dos antigenos dos linfocitos T. O anterior criou questionamentos sobre, se 0s genes
do HLA estavam correlacionados com a susceptibilidade ou a resisténcia & infec¢do causada
por L. braziliensis, assim, os estudos de Ribas-Silva et al., (2013) e Olivo-Diaz et al., (2004)
mostram que uma alta frequéncia em alguns alelos HLA-DR, estdo envolvidos na progressao

da infecgdo em pacientes com leishmaniose cutanea e leishmaniose cutanea mucosa. Por isso,
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é razoavel sugerir que a modulacdo dessas moléculas na superficie das DCs na interagdo com
parasitos do género de Leishmania depende basicamente da variabilidade genética de cada

individuo e suas condigdes étnicas (Brodskyn, Krey, & Titus, 2001); Olivo-Diaz et al., 2004).

Dados obtidos em experimentos baseados em modelo animal, sugerem que a interagéo
entre o receptor CD28 expresso nas células T e as moléculas CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2)
expressas nas ceélulas apresentadoras de antigeno especializadas fornece o sinal co-
estimulatorio mais importante (Subauste et al., 1998), por conseguinte, & necessario para o
desenvolvimento da resposta imune inicial, levando a resisténcia ou susceptibilidade (Elloso
& Scott, 1999). Brodskyn et al., (2001) evidencia a importancia do papel das moléculas co-
estimulatorias para ativacao dos linfocitos T, fundamentando como hipotese a dependéncia da
molécula co-estimulatéria CD40 na resposta a infeccdo com L. major em macréfagos
humanos, além da importante influéncia das moléculas CD80 e CD86. Afirmando a hipotese,
foi observado que bloqueando CD40 e CD86 havia uma diminuicdo significativa da produgéo
de citocinas IL-12, TNF-a, com produgdo inesperada da IL-5, pois essa Ultima citocina €
indicadora do perfil Th2. Enquanto, com o bloqueio de CD80, observou-se que somente 0s
niveis de IL-12 foram significativamente reduzidos, sugerindo que essas trés moléculas co-
estimulatorias apresentam um papel critico na resposta ao antigenos de L. major em
macrofagos humanos cultivados com PBL (peripheral blood leukocytes) in vitro, além do
papel de CD40 e CD86 no possivel desenvolvimento das respostas Th1l e Th2. Por outro lado,
estudos realizados em macrofagos derivados de medula 6ssea infectados com Trypanosoma
cruzi, evidenciam que a infeccdo estimula a ligagdo CD28-B7(CD80-CD86) (Bogdan &
Réllinghoff, 1999), assim como também mondcitos humanos infectados com taquizoitos de
Toxoplasma gondii  (Subauste et al., 1998). Por outro lado, durante varios anos foram
desconhecidos os mecanismos pelos quais os parasitos do género de Leishmania poderiam
interferir na inducdo da imunidade protetora e na resposta das células T. Logo depois,
evidenciou-se que uma possivel causa a susceptibilidade a infec¢do incluiria a supressao da
molécula do complexo MHC de classe 1l e a falta de co-estimulacdo pelas moléculas CD80 e
CD86 (Bogdan & Rdllinghoff, 1999), como no caso de macrofagos de camundongo
infectados com L. donovani e Mycobacterium tuberculosis, esses efeitos sdo uma das
estratégias utilizadas pelo parasito como mecanismo de evasdo, favorecendo sua
sobrevivéncia ja que, tem a capacidade de induzir anergia e consequentemente uma supressao

do sistema imune (Brodskyn et al., 2001).
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Outros tipos de moléculas co-estimulatorias estdo envolvidas na ativacdo das células
T, como o caso da DC-SIGN/CD209 descoberta anos atrés (Geijtenbeek et al., 2000). Essa
molécula expressa na superficie das DCs € uma lectina tipo C dependente de calcio, tendo um
dominio para o reconhecimento de carboidratos (CRD), reconhecendo moléculas ricas em
manose (Tailleux et al., 2002), devido a acdo estimuladora da citocina IL-4 a qual € chave
para a aquisicdo de DC-SIGN nas DCs (Svajger et al., 2011). DC-SIGN foi descrito como 0
melhor receptor para ICAM-3/2 presente nas células T, pois apresenta maior afinidade em
comparacdo com outras moléculas expressas na superficie das DCs, entre elas as integrinas
LFA-1(aLp2) ¢ aDP2 (Geijtenbeek et al., 2000), desencadeando uma sinapse imunoldgica
eficiente entre DCs e linfécitos T naive (Tailleux et al., 2002). DC-SIGN também foi descrito
como um receptor caracteristico de DCs no reconhecimento de varios patégenos, tais como,
Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori, Leishmania e Schistosoma mansoni
(Appelmelk et al., 2003). Apesar de ndo ser estatisticamente significativos, nossos dados
demostram uma alta expressao dessa molécula na superficie das DCs, tanto na condicao
controle como as células expostas aos antigenos de L. braziliensis, sugerindo uma importante
interacdo, a qual favorece a captura e internalizacdo do patégeno (Plazolles et al., 2011).
Porém, esse evento ndo garante o controle da infecgdo, ja que DC-SIGN € capaz de modular a
resposta imunoldgica para um perfil Thl ou Th2 (Bergman et al., 2004), como acontece,
quando DC-SIGN/CD209 interage com o lipoglicano poli-manosilado lipoarabinomanan
(LAM) caracteristico na superficie das micobactérias, na infeccdo in vitro de DCs obtidas de
CMSP com M. tuberculosis (Tailleux et al., 2002). Tal interacdo desencadeia um mecanismo
de escape, ja que favorece a inibicdo da funcdo efetora das DCs e a0 mesmo tempo que
estimula a producdo da citocina 1L-10, favorecendo a sobrevivéncia da bactéria e
consequentemente a persisténcia do perfil Th2 (van Kooyk & Geijtenbeek, 2003).
Semelhantemente, DCs interagem com o citomegaluvirus pela via DC-SIGN (Halary et al.,
2002), favorecendo a entrada do virus na célula resultando em uma forte infeccdo (Plazolles et
al., 2011).

Como foi mencionado anteriormente, DC-SIGN é um receptor que estd associado ao
reconhecimento de parasitos do género Leishmania, apresentando uma afinidade variavel
pelas diferentes espécies causadoras da leishmaniose visceral e leishmaniose cutanea e de
diferentes formas de vida do parasito (amastigota e promastigota) (Colmenares et al., 2004).
Assim, DC-SIGN é um importante receptor para amastigotas de L. pifanoi (Colmenares et al.,

2002) e L. mexicana (Appelmelk et al., 2003) mas ndo para L. major, sugerindo uma
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variabilidade na resposta imune do hospedeiro, restrito as diferentes espécies de Leishmania,
partindo dos eventos que acontecem na interacdo das DCs com as células T (Colmenares et
al., 2004).

A complexa interacdo entre Leishmania e células apresentadoras de antigeno, trazem
um efeito fundamental no resultado final da doenca, ja que, tanto macr6fagos como DCs séo
as células mediadoras da resisténcia ou susceptibilidade durante a infeccdo (Liu & Uzonna,
2012). Assim, ap6s ativacdo e maturacdo das APC, citocinas imunoregulatérias sao
produzidas para desencadear o papel efetor das células envolvidas na patogénese da doenca
(Giacomini et al., 2013). Por essa razdo, neste trabalho verificou-se a producéo das citocinas
pré-inflamatorias IL-12p40, TNF-a, IL-6 e IL-1B; ¢ anti-inflamatérias TGF-f ¢ IL-10 nos
sobrenadantes das culturas ap6s 12 e 24 h da interacdo DCs-L. Braziliensis. Dados da
literatura demonstram a importancia da citocina 1L-12, pois DCs sdo a fonte principal dessa
citocina no primeiro contato com parasitos de Leishmania gerando uma resposta protetora
Th1, além da producdo de IFN-y (Brandonisio et al., 2004). De fato, DCs isoladas da pele de
camundongos C57BL/6 infectadas com promastigotas L. major, apresentaram uma producéo
de 1L-12p40 apds 20h de incubacdo (Konecny et al., 1999), enquanto, a producdo da IL-
12p70 a qual é dependente de IFN-y somente ¢ detectada nos sobrenadantes apds 72 h de
interacdo (Stebuty et al., 1998).

A citocina IL-12 é um heterodimero, ligado por pontes dissulfeto, composta por duas
subunidades de 35 kDa (p35) e 40 kDa (p40), formando 1L-12p70, e 1L-12p40 forma um
homodimero quando a subunidade p40 é sintetizada (Charmoy et al., 2007). O receptor dessa
citocina, € composto por duas cadeias, IL-12RB1 e IL-12RP2, esses sdo expressos nos
linfocitos T pela ativagdo do TCR ou pela acdo do IFN-y (Rugeles et al., 2009). O excesso das
unidades monomeéricas da IL-12p40 poderia formar homodimeros mais estaveis de 1L-12p40
0s quais, ligam-se ao receptor IL-12RB1e servem como antagonistas para IL-12p70, mas um
excesso dos homodimeros da 1L-12p40 poderia promover uma resposta Th2 (T auxiliador
Tipo 1), pois, uma superproducdo de peroxido de hidrogénio (H202) em macrofagos
estimulados com LPS estimula a produgéo de IL-4 (Obata et al., 2006). Além disso, dados na
literatura demostram que neutréfilos polimorfonucleares infectados com L. major isolados da
medula 6ssea de camundongos resistentes C57BL/6, produzem altas concentracfes de 1L-10 e
IL-12p70 associado com IL-12p35 a forma bioativa dessa citocina, mostrando um perfil Thl.
O efeito contrario € observado em camundongos susceptiveis BALB/c, pois apresentam altos
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niveis de IL-12p40 relacionados a ndo deteccdo da citocina IL-10 e consequentemente a
polarizacdo da resposta Th2 (Charmoy et al., 2007).

Estudos anteriores, demostram que L. braziliensis induz in vivo a maturacdo das DCs
caracterizadas pela migragdo para as areas das células T (linfonodos), regulando a expressao
de moléculas co-estimulatorias (Antonelli et al., 2004). Analogamente, DCs em co-cultura
com L. braziliensis, também estimulam o0s marcadores de ativacdo, produzindo
consequentemente IL-12 e TNF-a (de Oliveira & Brodskyn, 2012). Uma importante evidéncia
da importancia da IL-12p40 no controle da infeccdo, foi quando, camundongos infectados
com L. braziliensis deficientes em IL-12p40 foram propensos ao desenvolvimento de lesdes
cutaneas duas vezes mais que nos camundongos C57BL/6 do tipo selvagem, adicionalmente,
esses dois tipos de camundongos permaneceram em observacdo durante 12 semanas. Passado
esse tempo, foi visto que os camundongos deficientes mantiveram a lesdo sem progressao
clinica ou causando letalidade em comparacdo com os de tipo selvagem que terminaram
curando as lesBes cutaneas (Rocha et al., 2007). Assim, como a IL-12, TNF-a é uma citocina
chave no desenvolvimento do processo inflamatorio mediado pelas células T, pois, encontra-
se envolvida no recrutamento de leucécitos pelo aumento da expressdao de moléculas de
adesdo do endotélio vascular aumentando a angiogénese (Carvalho et al., 2008). O trabalho
realizado por Giudice et al., (2012) avalia a producdo de TNF-a nos sobrenadantes das
culturas de macréfagos isolados de pacientes com LC (leishmaniose cutanea), LM
(leishmaniose cutanea mucosa), SC (subclinical infection) e HS (sadios), infectados com L.
braziliensis apds 48 h de interacdo, onde altos niveis de TNF-a foram achados nos pacientes
com LC e LM, em relacdo com os pacientes HS e SC, concluindo que a Leishmania consegue
sobreviver dentro dos macréfagos dos pacientes LC e LM, produzindo altas quantidades de
citocinas pro-inflamatorias, atraindo neutréfilos, mondcitos e células T ativadas induzindo
uma resposta inflamatoria, contribuindo na patologia associada com L. braziliensis (Giudice
et al., 2012). DCs diferenciadas partir de mondcitos, quando essas sdo infectadas com L.
amazonensis também produzem altos niveis de TNF-alfa (Favali et al., 2007). Analogamente,
Carvalho et al., (2008), avalia os niveis de TNF-o em cultura de DCs expostas a L.
braziliensis, encontrando-se na mesma cultura DCs infectadas e DCs ndo infectadas
(bystandar), esse experimento demostrou a producdo de TNF-a nos dois tipos de DCs
presentes na cultura. Os autores desse estudo propdem que DCs bystandar tem um papel
critico na infecgdo com L. braziliensis, pois, além de contribuir no controle do parasito através

da producdo de TNF-a, estimulam a ativagdo das células T por meio da alta expressdo do
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MHC-II, moléculas co-estimuladoras e a citocina IL-12 em comparacdo com as DCs
infectadas. De fato, experimentos com camundongos de fenotipo TNF-o-/-, desenvolvem

lesGes cuténeas ndo auto curativas quanto infectados por L. braziliensis (Rocha et al., 2007).

Por outra parte, ndo foram detectaveis niveis das citocinas IL-6, IL-1p, TGF-§ e IL-10
nos sobrenadantes das culturas de DCs em presenca de L. braziliensis apds 12 e 24 h de
interacdo, as quais sdo importantes para derivar o tipo de resposta imune especifico pata o
parasito. Resultados similares reportou Giacomini et al.,(2013) no seu trabalho, quando
avaliava a produgdo de citocinas nos sobrenadantes das culturas de DCs derivadas de
mondcitos humanos infectadas com M. tuberculosis, pios, essas citocinas sdo criticas para

formar e manter o granuloma.

IL-6 é uma citocina multifuncional e participa na defesa do hospedeiro, regulando o
inicio da resposta inflamatéria junto com as citocinas TNF-a e IL-13. Também promove a
resposta das células T e B, além de regular o processo de maturacdo das DCs, alias, é
considerada como um potente regulador da transicdo da imunidade inata para a imunidade
adquirida (Jones, 2005). Uma evidéncia do impedimento da maturacdo das DCs derivadas de
mondcitos, foi observado no trabalho realizado por Favali et al., (2007), j& que 0s niveis dessa
citocina diminuem significativamente nas culturas de DCs do dia 6 para o dia 3 de
diferenciacdo em presenca de L. amazonensis, possivelmente pela diferenciacdo de monadcitos
em macroéfagos, e ndo em DCs na presenca de L. amazonensis. A deficiéncia da IL-6, impede
0 desenvolvimento de uma adequada resposta imune inata e posteriormente uma resposta
adquirida (Jones, 2005). Estudos em células humanas dirigidos a interacdo M. tuberculosis-
macrofagos/DCs, revelam que as citocinas IL-6, IL-1B, TNF-a e IL-10 sdo produzidas e
detectaveis em macrdfagos ap6s 24 ou 48 h, enquanto, DCs ndo apresentam niveis detectaveis
de IL-6 e IL-10, mas IL-1B e TNF-a apresentam niveis de produgdo baixos, mas quando DCs
foram expostas a uma carga bacteriana maior, 0s niveis das citocinas mencionadas
anteriormente aumentaram. Esse estudo sugere, que as DCs requerem um estimulo maior que
0s macréfagos, mostrando que esses dois tipos celulares respondem a infecgdo por M.
tuberculosis de formas diferentes (Giacomini et al., 2013).

IL-1B ¢ uma citocina pro-inflamatoria produzida por vérios tipos celulares como
monocitos, macrofagos, células de Langerhans e DCs. Sua fungédo é semelhante a do TNF-a
(Murphy et al., 2000). Os efeitos biologicos da IL-1, dependem da quantidade de citocina

produzida. Por isso, quando secretada em baixa concentracdo a IL-1 atua como um mediador
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da inflamagdo local, estimulando células endoteliais a aumentar a expressdo de moléculas de
superficie que mediam a adesdo de leucocitos, como ligantes para integrinas. Por outro lado,
qguando secretada em quantidades maiores, a IL-1 entra na corrente sanguinea exercendo
efeitos enddcrinos. Assim a presenca sistémica da citocina induz febre, sintese de proteinas
plasmaéticas de fase aguda produzidas pelo figado, direta o indiretamente estimuladas pela IL-
6 e recrutamento de neutrdfilos (Abbas et al., 2011). No nosso trabalho, a IL-B ndo apresentou
niveis detectaveis. Dados da literatura demostram um resultado similar observado na infec¢éo
por L. major e L. amazonensis, pois DCs derivadas de medula 6ssea de murinos infectadas
com estas duas espécies de Leishmania, apresentaram poucos niveis de producdo, sugerindo
um papel negativo da IL-1B no desenvolvimento da resposta imune protetora (Xin et al.,
2007). Dados recentes na literatura demostram que o inflamossoma é uma plataforma crucial
na imunidade inata para o reconhecimento de Leishmania spp. A ativacdo do inflamossoma
inclui o desenvolvimento dos mecanismos efetores dos macréfagos (Lima-Junior et al., 2013).
Esse evento é regulado por IFN e IL-1B, facilitando a expressdo da enzima oxido nitrico
sintase (NOS.) para a produgdo do oxido nitrico (NO) evitando a multiplicacdo da Leishmania
spp. dentro dos macrofagos (Mukbel et al., 2007). Assim, a producdo da IL-1B ¢ muito
importante para a determinagdo da severidade da doenga em humanos, pelos polimorfismos
associados ao gene IL1B, pios podem desencadear casos severos de LV em pacientes
infectados com L. infantum chagasi (Moravej et al., 2012) ou formas difusas descontroladas
da LC em pacientes infectados com L. mexicana (Fernandez-Figueroa et al., 2012).
Entretanto, macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos e camundongos C57BL/6
deficientes no receptor (IL-1R) da IL-1B, caspl, Asc ou NIrp3 apresentam susceptibilidade a
infeccdo com L. amazonensis, sugerindo que a sinalizacdo da IL-1 € importante para mediar a
formacdo e ativacdo do inflamossoma, j& que é dependente da vias das caspase-1 e

consequentemente o controle da replicacdo da Leishmania spp (Lima-Junior et al., 2013).

IL-10 e TGF-B sdo duas citocinas com efeito imunossupressor, que modulam a
resposta imune exacerbada, a imunopatologia nas alergias, a autoimunidade e as doencas
infecciosas. Em relacdo a IL-10, o trabalho realizado por Favali et al.,(2007) reporta
resultados similares aos dados obtidos neste trabalho, pois, DCs diferenciadas a partir de
mondcitos em presenga ou auséncia de L. amazonensis ndo apresentaram niveis detectaveis de
IL-10, possivelmente porque o parasito modula negativamente a produgdo desta citocina,
impedindo uma adequada ativagdo da resposta imune celular. A LTA causada por L.

braziliensis, promove altos niveis de IFN-y e TNF-a que em auséncia da IL-10 causa uma
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resposta inflamatéria severa, tendo como consequéncia a destruicdo do tecido na LC e LM,
evidenciando-se o papel protetor da IL-10 (Oliveira et al., 2014). Além disso, IL-10 e TGF-p
formam encontradas em biopsias de pacientes com LC causada por L. major, as quais foram
associadas a forma crénica da infeccdo (SH Hejazi et al., 2012). Por outro lado, recentemente
foi observado que IL-10 e TGF-B podem atenuar a produgao de IFN-y e TNF-a, na infecgdo
da leishmaniose cutanea diminuindo as consequéncias da patologia, j& que, TGF-B inibe a
producdo de IL-12 e IFN-a ¢ a atividade dos macrofagos, DCs ¢ células NK (Yoshimura,
Wakabayashi, & Mori, 2010) mas esse efeito imunomodulador néo esta presente em células T

ja ativadas, pois, os niveis de TGF-f sdo minimos (Oliveira et al., 2014).

Macrdéfagos e DCs sdo os principais células hospedeiras dos parasitos intracelulares do
género Leishmania. A apoptose induzida em células infectadas por patdgenos intracelulares, é
uma defesa importante para o controle das infec¢fes (Poon et al., 2010; Valdés-Reyes et al.,
2009). Entretanto, a inibicdo da apoptose é uma estratégia utilizada por bactérias como M.
tuberculosis, Helicobacter pylori e Listeria monocytogenes (Lancellotti et al., 2006); virus
como o Adenovirus e Citomegalovirus (Brien, 1998); e parasitos como Toxoplasma gondii
(Nash et al., 1998), para assegurar a sobrevivéncia dentro das células infectadas do
hospedeiro. Assim, 0s ensaios realizados neste trabalho, sugerem que embora promastigotas
de L. braziliensis sejam capazes de infectar DCs, os parasitos ndo induzem a morte celular,
pelo contrario, a presenca delas dentro da célula retardam a apoptose como mecanismo de
sobrevivéncia para manter a infeccdo. Um resultado similar foi observado, quando neutréfilos
humanos foram infectados com L. major, pois, ap6s 24 h horas de interagdo ndo apresentaram
aspecto apoptotico, afirmando que o parasito consegue viver dentro de neutréfilos, pela
inibicdo da via das caspase-3, uma enzima chave na apoptose espontanea (Aga et al., 2002).
Dados da literatura demonstram também que DCs derivadas de mondcitos humanos
infectados com amastigotas de L. mexicana, inibem a apoptose da célula evitando a
translocacédo da fosfatidilserina, a condensacao da cromatina, a fragmentacdo do DNA nuclear
e a ativacdo da caspase-3, sugerindo que a sobrevivéncia dos parasitos dentro de DCs é uma
propriedade intrinseca da Leishmania, ja que é importante para a proliferacdo do parasito e a
patogénese da infeccdo (Gutiérrez-Kobeh et al., 2013; Valdés-Reyes et al., 2009). Uma
estratégia utilizada por L. donovani na infeccdo de neutrofilos, encontra-se baseada na
formacdo de um compartimento n&o litico incapaz de se fusionar com o lisossomo, mostrando
uma dependéncia de LPS para a manutencdo do parasito nesses compartimentos. Esta

estratégia seria essencial para a transferéncia dos parasitos aos macrofagos e o
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estabelecimento dos mesmos nos hospedeiros mamiferos (Gueirard et al., 2008). Além disso,
promastigotas de Leishmania ativam vias nos macréfagos tais como NF-kB, PI3K ¢ MAPK
p38 para inibir a apoptose, evidenciando-se mais uma vez a sobrevivéncia do parasito
(Ruhland et al., 2007). Por outro lado, DCs na derme de camundongos C57BL/6 que
capturam neutrofilos apoptéticos apresentaram atraso na sua ativagao e consequentemente na
ativacdo dos linfocitos, retardando a resposta imune adaptativa em resposta a infeccdo com L.
major (Ribeiro-Gomes et al., 2012). Os dados reportados na literatura junto com os obtidos
neste trabalho, sugerem que a inibicdo da apoptose depende do estado de vida do parasito e 0
grau de infeccdo nas células nos diferentes tipos celulares presentes no hospedeiro, j& que séo
eventos impactantes na expressdo génica da regulacdo da apoptose (Gutiérrez-Kobeh et al.,
2013).

Avancos recentes em high-throughput sequencing, apresentam uma oportunidade para
estudar profundamente o transcriptoma de diferentes organismos. Por isso, nesse trabalho foi
extraido o RNA apds 12 h de interacdo DCs humanas-L. braziliensis e posteriormente a
avaliacdo da sua integridade, jA que € um passo critico na analise da expressao génica
(Mueller & Schroeder, 2004). O RNA sera sequenciado usando a plataforma Illumina-RNA-
seq (Wang, Gerstein, & Snyder, 2009), a mesma tecnologia empregada na realizagdo do
transcriptoma de lesdes iniciais cutaneas em pacientes infectados com L. braziliensis (Maretti-
Mira et al., 2012) e Plasmodium falciparum (Otto et al., 2010). Essas tecnologias tem
comecado a se direcionar aos estudos com Leishmania, permitindo o sequenciamento do
genoma de algumas espécies (Myler et al.,2001) a andlise dos niveis de expressao diferencial
de genes (Maretti-Mira et al., 2012), ou os padrdes de expressdo das diferentes espécies e
cepas do parasito, assim como 0s mapas protedmicos de algumas espécies (Menezes et al.,
2013). Finalmente, o estudo do transcriptoma ajudara elucidar as importantes vias biol6gicas
que poderiam ser potentes alvos terapéuticos na resposta do hospedeiro a infeccdo por L.
braziliensis (Maretti-Mira et al., 2012).

Na literatura ja ha vérias descricbes da imunobiologia e da patogénese da
Leishmaniose Tegumentar Americana (Alves et al., 2013). Os desafios propostos por essa
doenga permanecem na compreensdo na biologia da leishmaniose, as respostas do hospedeiro
aos parasitos e como usar esse conhecimento para desenvolver novas formas de combater a
infeccdo. No entanto, os avancos ao longo dos ultimos anos fornecem um roteiro para

descobertas futuras (Kaye & Scott, 2011). Assim, este trabalho é a primeira etapa da
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caracterizagdo da interagdo DCs-L. braziliensis, sendo importante para a analise do perfil

transcricional, a qual que sera realizada no futuro.

109



8. CONCLUSAO

De acordo com os resultados deste trabalho, pdde-se observar que, DCs derivadas de
monocitos humanos caracterizadas pela expressao CD1a, sdo especialistas na construgdo da
resposta imune, ja que, sdo células capazes de capturar antigenos de L. braziliensis. Isso é
evidenciado pela expressédo do complexo principal de histocompatibilidade (HLA-DR), DC-
SIGN (CD209) e o aumento significativo da molécula co-estimulatoria CD86. A ativacdo da
célula leva a producéao de citocinas pré-inflamatorias tais como IL-12p40 e TNF-a, as quais,
sdo importantes na resposta imune para o controle do parasito. Entretanto, as citocinas anti-
inflamatorias IL-10 e TGF-B, além das pro-inflamatorias IL-6 e IL-1f ndo foram detectadas.
Além disso, a possivel inibicdo da apoptose pode tanto favorecer a apresentacdo dos antigenos

quanto a disseminacéo do parasito.
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9. PERSPECTIVA

Com o isolamento do RNA total das DCs infectadas com L. braziliensis realizado
neste trabalho, pretende-se analisar o transcritoma, da interacdo DCs-L. braziliensis,
empregando uma plataforma de sequenciamento de segunda geracdo: o RNA-seq. Esta
tecnologia por sua alta cobertura e sensibilidade permitird a identificacdo de genes
diferencialmente expressos, da célula hospedeira no momento do seu contato com o patdgeno.
Essa técnica tem a capacidade de caracterizar e quantificar diferentes transcritos (incluindo os
de baixa abundancia) de mRNAs, micro-RNAs, RNAs ndo codificantes, polimorfismos de
nucleotideos/mutacdes, deteccdo de eventos de splicing alternativo e outras modificacdes pos-

transcricionais, sendo uma ferramenta altamente Gtil na pesquisa basica.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntério(a) a participar da pesquisa: Caracterizagdo celular e

oa &

o

© ®

10.

11.

12.

13.

imunoldgica da interacdo células dendriticas- Leishmania braziliensis.

O motivo que nos leva a estudar a Leishmaniose é o grande nimero de pessoas doentes
principalmente nos paises pobres como o Brasil. Essa doenca esta atingindo ainda mais a
regido centro-oeste. O tratamento ndo € simples e ainda ndo existe uma boa vacina
disponivel. A pesquisa se justifica pela necessidade de se buscar uma forma de entender
como o parasita se comporta quando esta infectando o ser humano.

O objetivo desse projeto € estudar a infeccdo de uma espécie de Leishmania, causador da
Leishmaniose, e verificar o que acontece num tipo de célula importante para que a pessoa
doente consiga eliminar o parasita

Para fazer esse tipo de estudo podemos trabalhar com as células do sangue de pessoas
saudaveis como vocé

A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento.

Sua recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a institui¢éo
na qual esta sendo atendido.

Esta pesquisa ndo causaré risco potencial e/ ou dano a sua satde

Existe um desconforto e risco minimo na coleta de sangue periférico porém o beneficio
relacionado com sua participacdo é a geracdo de informagbes importantes para o
desenvolvimento da vacina contra a leishmaniose

O sangue sera coletado uma Unica vez por pungao venosa

As informagdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidencias e asseguramos o sigilo
sobre sua participacéo.

Os dados néo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacdo, pois serdo tratados
apenas os resultados dos testes.

Vocé recebera uma coOpia deste termo onde consta o telefone e o endereco do pesquisador
principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer
momento.

Uma copia deste consentimento informado sera arquivada no Laboratorio Interacéo
Patogeno-Hospedeiro da Universidade de Brasilia Campus Darcy Ribeiro e outra sera ,
fornecida a voce.

A participagdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo serd disponivel nenhuma
compensacdo financeira adicional

DADOS DO PESQUISADOR PRINCIPAL (ORIENTADOR)
JAIME MARTINS DE SANTANA

Nome

Assinatura
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Enderego completo: LABORATORIO INTERACAO PATOGENO-HOSPEDEIRO DA
UNIVERSIDADE DE BRASILIA CAMPUS DARCY RIBEIRO ASA NORTE BRASILIA
DISTRITO FEDERAL CEP 70910-900

Endereco eletrdnico: jsantana@unb.br

Telefone: 31073053

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacéo na pesquisa e
concordo em participar.

O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo seres humanos da Faculdade de Medicina que funciona no Campus Universitario
Darcy Ribeiro, localizado na ASA NORTE BRASILIA DISTRITO FEDERAL CEP 70910-900
(61) 3307-2520 e 3273-4069

Brasilia, de de 20

Sujeito da pesquisa *
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