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RESUMO

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas cujo agente etiologico é um
protozoario do género Leishmania. Sdo amplamente distribuidas nas zonas tropicais
do globo, totalizando cerca de 102 paises. As manifestacfes clinicas sédo divididas
em: visceral (LV) e tegumentar (LT), com a LT responsavel pela maioria dos casos
em todo mundo. No Brasil, € a Leishmania (Viannia) braziliensis a principal espécie
responsavel pela LT. O tratamento da doenca possui diversos fatores limitantes e a
vacinacdo € uma promissora alternativa para o combate a doenca. Um dos grandes
fatores que limitam o desenvolvimento de vacinas é a escassez de antigenos
capazes de ativar células e moléculas que estejam relacionados com a protecéo da
doenca. Além disso, grande parte dos estudos se concentra em investigar modelos
animais, que nem sempre refletem o que acontece em seres humanos. Neste
contexto, o objetivo desse trabalho foi Avaliacdo do perfil fenotipico de células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA) na presenca de epitopos vacinais derivados do proteoma de L. (V.)
braziliensis. Para isso, as PBMCs de 7 pacientes e 7 controles foram isoladas e
estimuladas com um “pool” dos epitopos peptidicos e, por fim, marcadas com 0s
principais marcadores fenotipicos de células T de memoéria (Tm) (CD45RA"), T
Citotoxicas (T CD8") e T auxiliares (T CD4") e analisadas por citometria de fluxo. Os
sobrenadantes foram coletados para dosagem das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-y.
A analise estatistica foi realizada empregando-se testes ndo paramétricos. Foi
observado um perfil de subpopulacdes de células CD8" com maior expressido de
marcadores T-bet e RORyYT em pacientes com LTA, quando comparado aos
individuos saudaveis. A expressdo significativa dos marcadores T-bet e RORYT
também foi observada na populagdo CD4" em pacientes quando comparado a
individuos saudaveis. Com relacédo ao perfil de células T de memoria, foi observado
que na populacdo T CD8" o perfil tende ao de células T de memoria central (TCM),
enquanto na populacido T CD4" a tendéncia direciona para o perfil de T de memoria
efetora (TEM). Esses Ultimos resultados demonstram que células T CD4" e T CD8"
desempenham diferentes papéis no momento de uma resposta imunolégica voltada
a memoria, de modo que a populacdo T CD4" parece estar voltada a uma resposta
mais efetora enquanto que a T CD8" parece ter maior contribuicio em uma resposta
de memoria em longo prazo. Além disso, a expressdo de marcadores T-bet e
RORYT pelas células T CD8", ainda n&o visto na LTA, sinaliza a necessidade de
aprofundamento no estudo do papel dessas subpopulacbes no desenvolvimento
dessa doenca. N&o foi observada diferenca significativa entre amostras sem
estimulo para as estimuladas com o “pool” de peptideos para nenhuma populagao
estudada. Quanto aos resultados de producgéo de citocinas investigadas, nao foi
observada producéo significativa. Sendo assim, os resultados indicam que, em
pacientes com LTA, os perfis TCM e TEM se apresentam em proporcdes diferentes
em linfocitos T CD4" e T CD8". Esses perfis sdo importantes na investigacéo de um
candidato vacinal para LTA. Esses dados fornecem uma importante contribuicao
para o conhecimento e combate contra a LTA.

Palavras-chave: Leishmaniose Tegumentar; L. (V.) braziliensis; Células T de

memoria.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a group of diseases whose etiologic agent is a protozoan of the
genus Leishmania. They are widely distributed in tropical areas of the globe, totaling
about 102 countries. The clinical manifestations are divided into: visceral and
tegumentary (LT), with LT responsible for most cases worldwide. In Brazil,
Leishmania (Viannia) braziliensis is the main species responsible for LT. The
treatment of the disease has several limiting factors and vaccination is a promising
alternative to fight the disease. One of the major factors that limit the development of
vaccines is the scarcity of antigens capable of activating cells and molecules that are
related to protection against disease. In addition, most of the studies focus on
investigating animal models, which do not always reflect what happens in humans. In
this context, the objective of this work was to evaluate the phenotypic profile of
peripheral blood mononuclear cells of patients with American Cutaneous
Leishmaniasis (LTA) in the presence of vaccine epitopes derived from the
Leishmania (Viannia) braziliensis proteome. For this, the PBMCs of 7 patients and 7
controls were isolated and stimulated with a pool of peptide epitopes and, finally,
marked with the main phenotypic markers of memory T cells (Tm) (CD45RA"), T
Cytotoxic (T CD8" ) and auxiliary T (CD4" T) and analyzed by flow cytometry.
Supernatants were collected to measure cytokines IL-2, IL-4, IL-10 and IFN-y. Were
used and statistical analysis was performed using non-parametric tests. A profile of
subpopulations of CD8" cells with greater expression of T-bet and RORyT markers
was observed in patients with ATL, when compared to healthy individuals. The
significant expression of the T-bet and RORYT markers was also observed in the
CD4" population in patients when compared to healthy individuals. Regarding the
profile of memory T cells, it was observed that in the CD8" T population the profile
tends to that of central memory T cells (TCM), while in the CD4" T population the
trend is towards the effector memory T profile (TEM) . These latest results
demonstrate that CD4" T and CD8" T cells play different roles at the time of a
memory-driven immune response, so that the CD4" T population appears to be
focused on a more effective response whereas T CD8" appears to have a greater
contribution to a long-term memory response. In addition, the expression of T-bet
and RORYT markers by CD8" T cells, not yet seen in LTA, signals the need for
further study of the role of these subpopulations in the development of this disease.
There was no significant difference between samples without stimulus for those
stimulated with the peptide pool for any population studied. As for the results of
cytokine production investigated, no significant production was observed. Thus, the
results indicate that, in patients with LTA, the TCM and TEM profiles are present in
different proportions in T CD4" and T CD8" lymphocytes. These profiles are
important in the investigation of a vaccine candidate for LTA. These data provide an
important contribution to the knowledge and fight against LTA.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis; L. (V.) braziliensis; Memory T Cells.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses representam um grupo de doencas presentes em cerca de
102 paises, e estima-se que h& 1,3 mil novos casos de pessoas infectadas por ano
(HOTEZ, 2013; WHO, 2016; WHO; AMERICAS/LEISHMANIASIS, 2019). Os
protozoarios do género Leishmania sdo responsaveis por essas doencgas, 0S quais
sdo transmitidos no momento em que fémeas de fleb6tomos infectadas realizam
repasto sanguineo (MENDES et al., 2019; MURRAY et al., 2005; SANGIORGI et al.,
2012a). Cerca de 20 espécies desse protozoario S80 responsaveis por causar
doencas em humanos, podendo apresentar as manifestacdes clinicas: visceral (LV)
e tegumentar (LT) (ORGANIZACAO PAN-AMERICANA SAUDE, 2018). A LT é a
forma clinica mais comum de leishmaniose e na América é comumente chamada de
Leishmaniose tegumentar americana (LTA). No Brasil, a principal espécie envolvida
€ a Leishmania (Viannia) braziliensis, que provoca Ulceras de pele em sua maioria
em partes expostas do corpo, deixando cicatrizes ao longo da vida. Vale salientar
que a L. (V.) braziliensis tem potencial de provocar uma variacdo da doenca
chamada de leishmaniose mucocutanea (LMC), que tem como caracteristica uma
lesdo nasofaringeana extremamente desfigurante (BRASIL; / MINISTERIO DA
SAUDE, SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2017; WHO;
AMERICAS/LEISHMANIASIS, 2019).

Em geral, o tratamento para as leishmanioses é realizado através do uso de
antimoniais pentavalentes. Essas drogas atuam em vias bioenergéticas da forma
intracelular infectiva do parasita (GONTIJO, 2003). Esse tratamento, no entanto,
apresenta alta toxicidade e requer diversas doses para atingir a concentracéo
terapéutica efetiva (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010). Isso pode acarretar
desisténcia do tratamento por parte do paciente e surgimento de cepas resistentes
(MEHEUS et al., 2010a; OLIVEIRA et al., 2011). De fato, o controle de vetores e dos
reservatorios parecem ser medidas promissoras em areas endémicas para a
doenca. Entretanto, ndo é uma alternativa aplicAvel em todos o0s cenarios
epidemioldgicos, pois necessitam de infraestrutura e vigilancia que muitas vezes vao
além da realidade de muitos paises endémicos. Essas particularidades do combate

a doenca sinalizam uma necessidade de empregar outras medidas de controle que
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atendam a realidade dos cenarios epidemioldgicos da LT (COSTA et al., 2011;
KEDZIERSKI, 2010).

Dentre as medidas de controles que podem atender todos os cenarios nos
quais as leishmanioses se inserem, estd a vacinacdo. A vacina tem como papel
prevenir a infeccdo ou o estabelecimento da doenca, como também participar de
uma estratégia terapéutica (MOAFI et al., 2019). Até o momento, das trés vacinas
anti-Leishmania aprovadas duas s&o direcionada a humanos, entretanto nenhuma
tem um potencial profilatico eficaz para prevenir a leishmaniose, sendo apenas
empregadas como auxilio para medidas terapéuticas (BORJA-CABRERA et al.,
2008; MAYRINK et al., 2006; PARRA et al., 2007). Diante dessa caréncia, ainda é
necessario uma maior investigacdo de potenciais candidatos a vacinas (SACKS,
2014)

Nas doencas parasitarias, o sistema imune apresenta um grande contribuicdo
para o desenvolvimento ou ndo do processo patoldgico, e nas leishmanioses essa
relacdo ja vem sendo bem estudada. A depender da resposta imunoldgica
desenvolvida, podem ocorrer desde a prevencdo e cura, quanto a evolug¢do do
processo patologico (ROSSI; FASEL, 2017). Estudos sugerem que a predominancia
de linfécitos T CD4" ou T helper (Th)1 (produtor de IL-12 e IFN- y) esta associada
com a protecdo contra a doenca, eliminando o parasita (LOEUILLET et al., 2016;
SOLBACH; LASKAY, 2000). Enquanto que a predominancia de linfécitos Th2
(produtor de IL-4 e IL-10) esta ligada com a progressao da doenca e susceptibilidade
(BARATTA-MASINI et al., 2007; GOMES-SILVA et al., 2007). O fato anterior se deve
a producao de anticorpos, que por sua vez podem néo ser tdo eficazes no combate
ao parasita (COSTA et al., 2011; DE ASSIS SOUZA et al., 2013a).

Da mesma forma, as células T de memoéria desempenham um papel
importante para prevenir ndo somente a primeira infecgdo, mas também reinfecgéo
contra o patégeno. Um dos principais papéis das células T de memoria durante a
reinfeccdo € produzir as citocinas-chave necesséarias para combater o patdgeno
(SHIN; IWASAKI, 2013). A inducdo de células T de memodria, e uma resposta anti-
Leishmania mediada por um imunobalangco Thl / Th2 s&o esperadas de um
imunoterapico ou de uma vacina ideal contra LTA (BERTHOLET et al., 2009;
NAGILL; KAUR, 2011).
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Reconhecendo que h& uma complexidade no desenvolvimento de um
antigeno ideal para vacinas e imunoterapias, pesquisa realizada por nosso grupo
(Laboratério de imunologia de doencas infeciosas e parasitarias —
IMUNODIP/FIOCRUZ-PE) identificou potenciais epitopos vacinais dentro do
proteoma predito de L. (V.) braziliensis (FREITAS-SILVA et al., 2016). Dando
continuidade aos estudos, sobretudo na avaliacdo do perfil de resposta imunoldgica
de memoria, o objetivo descrito avalia o aspecto fenotipico de células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com LTA na presenca de epitopos

vacinais derivados do proteoma de Leishmania (Viannia) braziliensis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose Tegumentar Americana

A leishmaniose tegumentar compde um grupo dentro das doencas tropicais
negligenciadas (DTN), representando um complexo de doencas que acometem em
torno de 2 milhdes de pessoas ao ano em todo o mundo. Segundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) as leishmanioses sdo endémicas em cerca
de 102 paises (Figura 1) (HOTEZ, 2013; WHO, 2016; WHO;
AMERICAS/LEISHMANIASIS, 2019). Esse mesmo levantamento apontou que a
estimativa de novos casos no mundo é de 22 mil de pessoas infectadas por ano pela
forma tegumentar da doenca (HOTEZ, 2013; WHO, 2016). Além disso, o numero de
pessoas residindo em areas endémicas, consideradas de risco iminente de
transmissao, é de cerca de 1,7 bilhdes de individuos, o que torna a doenca ainda
mais preocupante (PIGOTT et al., 2014). Esses dados alertam que pode haver um
grande nimero de casos subnotificados de pessoas acometidas de leishmaniose.

Dentre os paises com indice de endemicidade para LT 18 estdo localizados
nas Américas (WHO/PAHO, 2019), sendo entdo empregado o termo Leishmaniose
tegumentar americana (LTA) para essa doenca no continente americano. Em 2017,
dentre mais de 22 mil casos novos notificados a OMS, 94% ocorreram em sete
paises: Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Sud&o do Sul e Suddo (WHO, 2019).
Nas Américas, em média, ocorrem 56.000 casos novos de leishmaniose tegumentar
e 3.800 casos de LMC por ano (PAHO/WHO, 2017). Em 2017, dos 49.959 casos
qgue foram reportados a Organizacdo Pan-Americana da Saude, o Brasil deteve
72,6% desses casos de LTA (OPAS/OMS, 2019). No estado de Pernambuco desde
2002 houve um crescente numero de notificacdes, chegando ao total de 4.298 casos
registrados oficialmente (DATASUS, 2017).

No Brasil pelo menos 8 espécies sdo conhecidas como circulantes e com
casos notificados da doenca em todas as regides do pais, com destaque para a L.
(V.) braziliensis que é a mais frequente (ANVERSA et al., 2018) (Tabela 1). Ainda

sim, acredita-se que ha um numero ainda maior de casos subnotificados da doenca,
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principalmente por caréncia de captagdo e ferramentas no diagnéstico nas décadas
passadas.

Figura 1 - Status de endemicidade da leishmaniose tegumentar ou cutdnea no mundo em 2018.

Namero de novos casos reportados de LT, 2018

‘ Casos de LT reportados por pais I -5 000

| Brazil - 265 Sweden - 23 Jordan - 4 I 1000499

| Lebanon - 263 Venezuela  {Bolvarlan  Suriname - 4 S = 5

| Tran (Islamic Republic of) - 158 Repubic of) - 20 Bulgaria - 3 I 100- 999 [ casos nio autéctones !
| Colombia - 46 Uzbekistan - 7 UnRed Kingdom -3 Greece - 1 <100 |1 Sem dados

| Bolivia (Phurinational State of) - 29 China - 5 € Salvador - 2 Italy - 1 e 7

| Belgium - 25 peru -5 Bangladesh - 1 panarma - 1 | Elo [T Nao-se aplica

Fonte: WHO, 2018

Nota: O gradiente de cor ilustra 0 nUmero de novos casos reportados para LT no ano de 2015.
Os tons mais escuros representam nimeros superiores a 5.000 novos casos, vermelho entre
1.000 — 4.999 novos casos, salmdo 100 — 999 novos casos, rosa claro nimero de casos
inferiores a 100 e cor branca nimero de casos igual a zero.

Tabela 1 - Espécies de Leishmania que causam LTA e LV no Brasil.

Leishmaniose Tegumentar ou cutinea Leishmaniose Visceral

Tegumentar Localizada Tegumentar disseminada Mucocutinea Tegumentar Difusa
L. (V) braziliensis L. (V.) braziliensis L. (V.) braziliensis L. (L.) amazonensis L. (L.) infantum (syn. chagasi)
L. (V.) guyanensis L. (L.) amazonensis L. (L) amazonensis*
L. (L) amazonensis L (L.) guyanensis™®
L (V) lainsoni*®
L (V.) naiffi*
L (V) shawi*
L (V) lindenbergi *

Fonte: Adaptado de Brito MEF et al. 2012.
Nota: asterisco (*) indicando espécies menos frequentes.
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2.2 Aspectos biologicos do parasita

2.2.1 Ciclo vetor e hospedeiro

O agente etiolégico associado a esse complexo de doencas denominadas
‘leishmanioses” € um grupo de protozoarios que abrange o género Leishmania
(MURRAY et al., 2005; SANGIORGI et al., 2012b; WHO, 2015). De ciclo de vida
heteroxénico, esses protozoarios sdo transmitidos de seu vetor, dipteros da
subfamilia dos flebotomineos, para seu hospedeiro através da picada de espécimes
fémeas no momento do repasto sanguineo (MURRAY et al., 2005; SANGIORGI et
al., 2012b). Os vetores atuam como hospedeiros intermediarios para esses parasitas
e ndo desenvolvem aspectos da doenca. JA os demais hospedeiros vertebrados
podem atuar como reservatérios (esses podem nao desenvolver a doencga) ou
hospedeiros definitivos que tem alta chance de desenvolver as manifestacdes
clinicas caracteristicas dessa doenca (READY, 2013). Entre esses hospedeiros
vertebrados esta o grupo que abrange os mamiferos, consequentemente o homem.
Atualmente cerca de 20 espécies de Leishmania potencialmente provocam a doenca
no homem (CARVALHO et al., 2012).

Os principais vetores de transmissao do parasita no Velho e Novo Mundo, sao
flebotomineos do género Phlebotomus spp. e Lutzomyia spp., respectivamente
(KILLICK-KENDRICK, 1999). A Leishmania sp. € um parasita que majoritariamente
infecta espécies de mamiferos, com algumas poucas espécies infectando lagartos
(COUGHLAN et al., 2017; ZHANG et al., 2019). Varias espécies dentro de 7 ordens
de mamimferos funcionam como reservatorios naturais para Leishmania sp.,
mantendo seu ciclo de vida nas areas de mata densa (ALEMAYEHU; ALEMAYEHU,
2017; ROQUE; JANSEN, 2014). O homem se torna um hospedeiro acidental devido
principalmente as atividades exploratérias em éareas silvestres (ALEMAYEHU;
ALEMAYEHU, 2017; GONZALEZ et al., 2010). As espécies que sdo reservatorios
naturais sao importantes, uma vez que provocam um efeito de distribuicdo da carga
parasitaria em areas silvestres. O avanco da urbanizacdo e destruicdo dessas areas
reduzem as populacbes dessas espécies que atuam como reservatérios, gerando
uma maior concentragdo do parasita e aumentando o risco para saude humana
(ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017). O ciclo de vida, que antes era selvético,
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passou a abranger animais domésticos e o proprio homem (BRILHANTE et al.,
2016; LARA-SILVA et al., 2015; MORENO et al., 2020).

O ciclo de vida do parasita basicamente consiste em duas fases evolutivas:
promastigota e amastigota. As formas promastigotas, sdo caracterizadas por serem
a fase moével e presente no inseto vetor (Figura 2). Esta fase é flagelada, e se inicia
dentro do intestino do vetor, ocorrendo proliferacdo da fase chamada de
promastigota prociclica. Posteriormente sofrem alteragbes morfologicas, se
transformando nas promastigotas metaciclicas, que séo incapazes de divisdo e tem
potencial infectivo. Essa segunda fase se aloja nas paredes da valvula estomodeal,
e sdo transmitidas na regurgitacdo durante a picada do flebotomineo (DOSTALOVA;
VOLF, 2012). Durante essa transmissdo, os flebotomineos também eliminam uma
gama de moléculas presentes na saliva que possuem efeitos imunomodulatérios,
como os proteofosfoglicanos (KAYE; SCOTT, 2011).

Dentro do corpo do hospedeiro, as promastigotas metaciclicas podem ser
fagocitadas por uma gama de tipos celulares presentes no microambiente tecidual.
Apés serem fagocitadas, dentro de vesiculas fagociticas, as promastigotas passam
por mais modificacdes morfolégicas e quimicas e se transformam em amastigotas
aflageladas (Figura 3). As formas amastigotas tém a capacidade de proliferacdo no
interior do vacuolo fagocitico e, por consequéncia, provocam rompimento da célula
por conter grande nimero de parasitas. Essas amastigotas livres tém potencial de

infectar novas células circunvizinhas, propagando rapidamente a infeccéo.

O ciclo se completa a partir da captacdo de células infectadas por
amastigotas, por um flebotomineo realizando o repasto sanguineo. Os parasitas
entdo se diferenciam no intestino do inseto, reiniciando o ciclo (Figura 4)
(WHEELER; GLUENZ; GULL, 2011)
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Figura 2 - Formas promastigotas e seus dois sub-estagios no intestino do inseto vetor.

Fonte: o autor, 2019

Nota: As formas promastigotas séo encontradas ao longo do trato intestinal do flebétomo, entre elas
se subdividem em dois estagios: formas promastigotas metaciclicas (N° 3, em azul) na por¢céo
anterior do intestino toracico do vetor (N°1), mais especificamente na valvula estomodeal e as fomas
promastigotas prociclicas (n° 4, em vermelho) na por¢éo do intestino abdominal do vetor (n°2). Os
componentes desta figura foram criados usando modelos modificados da Servier Medical Art, que séo
licenciados sob uma Creative Commons Attribution 3.0 Unported License; https://smart.servier.com/

Figura 3 - Infeccao de células do hospedeiro por formas promastigotas e amastigotas de Leishmania
spp.
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Fonte: o autor, 2017

Nota: Representacao do processo de infeccdo de células do hospedeiro por parasitas. A esquerda o
inicio da infeccdo se da quando as formas promastigotas (em azul) entram em contato com uma
célula fagocitica, e apos fagocitose se transformam nas formas amastigotas (em vermelho). Apés
sucessivas divisdes do parasita, a célula rompe e extravasa as formas amastigotas que véao infectar
novas células. Os componentes desta figura foram criados usando modelos modificados da Servier
Medical Art, que sao licenciados sob uma Creative Commons Attribution 3.0 Unported License;

https://smart.servier.com/
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Figura 4 - Ciclo de vida de Leishmania spp.

Fonte: WHO / Wellcome Trust, 2007

Nota: Representacdo do processo global do ciclo de vida das espécies de Leishmania,
representando o processo de diferenciacéo das fases evolutivas do parasita (dentro do quadro azul
na por¢ao superior da imagem), transmissao e relagdo com os hospedeiros e reservatodrios (dentro do
quadro amarelo na porcao inferior da imagem). Externamente ao hospedeiro vertebrado, o ciclo se da
quando o vetor aspira as formas amastigotas presentes no sangue. Uma vez dentro do vetor, esse
protozoario se modifica para uma forma promastigota. No proximo repasto sanguinio que esse vetor
infectado realizar, ele injeta essas formas promastigostas no hospedeiro vertebrado. Dentro do
hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas injetadas sdo captadas por células do sistema
imuno. No interior dessas células imunoldgicas o parasita retoma a forma amastigota e realiza
sucessivas divisfes, levando ao rompimento da célula hospedeira. As amastigotas livres no meio
infectam outras células vizinhas podendo estabelecer ou ndo a doenga, de modo que a espécie do
parasita determina se serd uma manifestacao cutanea (CL) ou visceral (VL). O ciclo se forma quando
um novo vetor passa a aspirar amastigotas do hospedeiro vertebrado infectado, que pode ser desde

0 homem a outros placentarios domésticos ou silvestres.

2.2.2 Manifestagdes clinicas da LTA

Na LTA geralmente rosto, antebraco e pernas sdo as areas acometidas, uma
vez que sao as areas do corpo expostas ao vetor transmissor. As lesées podem ser
extremamente desfigurantes e induzirem grave quadro de morbidade nas
populacdes afetadas (CARVALHO et al., 2012). Devido a debilidade provocada pela

LTA, organismos oportunistas podem se instalar nas lesdes existentes, agravando
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assim o estado do paciente. Geralmente a letalidade na LTA é associada ao risco de
infec¢des secundéarias. O nado tratamento da doenca pode levar a sua persisténcia
por semanas a meses ou evoluir para cura espontanea em alguns casos (GOLLOB
et al., 2008). Além disso, mesmo tratando a doenca nao segnifica que houve cura

parasitoldgica, apenas cura clinica (MENDONCA et al., 2004).

As manifestacdes clinicas da LTA sédo diversas, sendo esta uma doenca com
risco letal baixo (DAVID; CRAFT, 2009). A doencga pode acometer pele e mucosas
das regides dos membros e rosto, se manifestando como uma ulcera ou ndédulo
anico proximo (Figura 5A) ou na regido de picada do flebotomineo ou infecgéo
subclinica, podendo até se disseminar para areas diferentes do corpo (GOLLOB et
al., 2008). A LTA pode ser dividida em 4 principais apresentacdes clinicas:
Leishmaniose cutédnea localizada (LCL); leishmaniose cutanea difusa (LCD);

leishmaniose mucocutanea (LMC); e leishmaniose cutanea disseminada (LD).

A LCD ocorre devido a fatores genéticos individuais, status imunolégico do
individuo e da espécie do parasita (ROGERS et al., 2002; SILVEIRA; LAINSON;
CORBETT, 2004). Na maior parte destes casos a espécie dominante € a Leishmania
amazonensis, nos quais o individuo apresenta lesdes nodulares de variados
tamanhos em diferentes locais do corpo (Figura 5B). Além disso, os casos de LT
causados por L. panamensis e L. (V.) braziliensis podem progredir para uma forma
mais agressiva e mutilante da doenca, acometendo as mucosas, a leishmaniose
mucocutanea (LMC) (DAVID; CRAFT, 2009).
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Figura 5 — Diferentes formas clinicas observadas na LTA

Fonte: http://www.enetmd.com/content/leishmaniasis (A); ARENAS et al., 2017 (B);
https://fellowshipoftheminds.com/tag/cutaneous-leishmaniasis/ (C); GUSTAVO UZEDA MACHADO;
PRATES; MACHADO, 2019 (D).

Nota: Principais espectros clinicos da LTA. A = Leishmaniose cutanea localizada (LCL); B =
Leishmaniose cuténea difusa (LCD); C = Leishmaniose mucocutanea (LMC); D = Leishmaniose
disseminada (LD).

A LMC é uma manifestacdo clinica que causa grandes desfiguracdes e
impactos psicossociais importantes, além dos danos a saude (Figura 5C). Acomete
por meses ou anos apds a lesdo cutanea persistente, principalmente quando ha
aumento ou expansdo da area acometida pela lesdo cutanea inicial, atingindo as
mucosas (AMATO et al.,, 2008). A LMC é resultado da destruicdo cronica e
progressiva de tecidos do nariz, boca, oro e naso-faringe além de palpebras. A

doenca pode progredir afetando a funcéo respiratoria e dificultar a nutricdo do
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individuo acometido (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). A L. (V.) braziliensis é a
principal causadora da LMC no novo mundo, e os fatores que resultam na
patogénese dessa forma clinica ainda ndo sdo bem compreendidos, acreditando-se
que envolvem fatores do préprio parasita e fatores individuais (DE OLIVEIRA;
BRODSKYN, 2012).

Majoritariamente, os casos de LMC acontecem em paises da América do Sul,
com destaque para o Brasil, mas também ocorrendo casos importantes no Peru e
Bolivia. Notificacées ocorrem também na Colémbia, Equador, Paraguai e Venezuela
(CALVOPINA; ARMIJOS; HASHIGUCHI, 2004). Geralmente a doenca tem um
péssimo prognaostico, e muitos casos sao refratarios ao tratamento medicamentoso.
Desta maneira, infec¢bes secundarias e comorbidades decorrentes e/ou ma nutricao
levam muitos dos individuos acometidos pela doenca ao Obito. No Brasil, a
incidéncia desta forma clinica em regides endémicas ndo tem ultrapassado os 5%
(BRASIL, 2007; SAVOIA, 2015).

A LD é outro espectro de manifestacdo clinica da LTA. A espécie mais
associada a essa manifestacio também é a L. (V) braziliensis (GUSTAVO UZEDA
MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019; MEMBRIVE et al., 2017). A apresentacao
das les6es demonstram varios tipos de lesbes cutaneas: erupcdes acneiformes,
papulas inflamatérias (que podem ser erodidas e crostosas), pequenos nddulos ou/e
ulceras (GUSTAVO UZEDA MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019) (Figura 5D).
As lesdes partem de uma leséo inicial que por sua vez acompanha uma reacéo
sistémica, que influem febre e mal estar, levando a disseminacdo das lesGes em
cerca de 3-6 semanas. As lesdes ndo se restrigem a area da leséo inicial, podendo
aparecer em membros, tronco e rosto simultaneamente (GUSTAVO UZEDA
MACHADO; PRATES; MACHADO, 2019).

Dada a complexidade envolvendo as manifestacdes clinicas da doenca, o
controle das leishmanioses € um esfor¢co conjunto de medidas preventivas. Dentre
essas medidas se destacam o diagndstico precoce, o controle de vetores e a
vacinagdo (COSTA et al.,, 2011; KEDZIERSKI, 2010). Entretanto, o controle de

vetores ndo € uma realidade possivel para grande parte dos paises afetados pela
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doenca, uma vez que requer grande esforco quanto a infraestrutura (COSTA et al.,
2011; KEDZIERSKI, 2010). Além disso, no cenério atual ndo esta disponivel
nenhuma vacina segura e eficaz para humanos contra todas as manifestacdes da
doenca, embora muitos grupos de pesquisa ao redor do mundo estejam

empenhados no desenvolvimento das mesmas (SACKS, 2014).

2.2.3 Diagnostico daLTA

Devido a manifestacdo da doenca se assemelhar com outras doengas como
hanseniase, cancer de pele, tuberculose, esporotricose, entre outras. A estratégia do
diagnéstico é realizada por meio de uma associacdo de técnicas epidemioldgicas,
clinicas e principalmente laboratoriais, dessa forma, chegando a um diagndstico
seguro da doenca. (BRASIL, 2007; GUREL; TEKIN; UZUN, 2019; VEASEY et al.,
2020).

Em grande parte, a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania, a cultura celular
de amostras clinicas do individuo ou a deteccdo de material genético do parasita,
sdo as técnicas mais utilizadas (GUREL; TEKIN; UZUN, 2019; KOBETS; GREKOV;,
LIPOLDOVA, 2012; VEASEY et al., 2020). Da mesma forma, exames parasitolégicos
diretos e indiretos também sao considerados para o diagnéstico, dentre eles 0 mais
utilizado é a demonstracao direta do parasita através de material coletado da leséo e
observacdo das laminas geradas (BRASIL; / MINISTERIO DA SAUDE,
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2017). Outra técnica de diagnostico
bastante empregada é a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que visa
deteccdo do material genético do parasita na amostra (DE PAIVA-CAVALCANTI et
al.,, 2015). Como técnica auxiliar para diagnostico da leishmaniose temos a
citometria de fluxo (DE ASSIS SOUZA et al., 2013b; DE PAIVA-CAVALCANTI et al.,
2015; TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2015). A citometria de fluxo se mostrou eficaz
em detectar anticorpos anti-Leishmania circulantes e monitorar a cura pos-
tratamento da LTA, utilizando parasitos vivos e parasitos fixados (ASSIS et al., 2013;
DE ASSIS SOUZA et al., 2013b; MENDES et al., 2019; PEDRAL-SAMPAIO et al.,
2016; SILVA et al., 2013).
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2.2.4 Tratamento na LTA

O tratamento preferencial disponivel para todas as formas da doenca séo dois
antimoniais pentavalentes: o antimoniato de meglumina (comercialmente vendido
como Glucatime®) e o estibogluconato de sédio (comercialmente vendido como
Pentostam®) (Quadro 1). Entretanto, no Brasil, apenas a primeira op¢cdo é o
utilizado (BRASIL; / MINISTERIO DA SAUDE, SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2017). A aplicacio desse medicamento é realizada preferencialmente via
intramuscular, tendo como alternativa administracao via intravenosa geralmente em
pessoas subnutridas e com trombocitopenia. Os antimoniais apresentam custo
elevado, requerem repetidas doses para alcancar um resultado satisfatério e estédo
frequentemente associados com efeitos adversos importantes (SUNDAR;
CHAKRAVARTY, 2010). Somado a isso, a propria aplicagcdo envolve dor ao
paciente, o que pode levar a sua desisténcia em continuar o tratamento, uma vez
que a aplicacdo é diaria. Em alguns casos recomenda-se a aplicacao intralesional,
gue é menos dolorosa e os efeitos adversos sdo mais leves em comparacao a
aplicacdo convencional (BRASIL; / MINISTERIO DA SAUDE, SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2017).

Os antimoniais ndo sado especificos para a doenca e seus mecanismos de
acao ainda nao foram elucidados completamente (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).
Além do mais, a utilizacdo dos antimonais pentavalentes ao longo de 70 anos trouxe
como consequéncia o surgimento de parasitas resistentes (MEHEUS et al., 2010b;
OLIVEIRA et al., 2011). Outro medicamento alternativo que segue disponivel é a
anfotericina B que, por sua vez, esta disponiveis no Brasil em duas formas:
desoxicolato de anfotericina B e anfotericina B lipossomal; essa ultima mostrou-se
ser menos nefrotéxica quando comparada a primeira forma (BRASIL; / MINISTERIO
DA SAUDE, SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2017). Levando em conta
gue os medicamentos disponiveis apresentam uma toxicidade consideravel e a
aplicacao perdura por um periodo de varios dias, € imperativo que o diagndstico seja
preciso e rapido. Ainda estdo claros os mecanismos de vias metabodlicas envolvidos
na atuacdo do farmaco para a cura da doenca (GOTO; LINDOSO, 2010; OMS,
2010; REITHINGER et al., 2007; REIS 2007). Vale salientar que ha individuos com
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cura espontanea da LTA, sem que esses tenham sido tratados previamente. 1Sso
evidencia a importancia da resposta imunoldgica, principalmente na terapéutica, no
sucesso do combate a doenca (BRITO et al., 2001).

Quadro 1 - Tratamento e acompanhamento das formas clinicas da leishmaniose tegumentar
americana.

1% Escolha
<50 anos:
semanal Mensal, por
Cutanea localizada ou Cutanea localizada | 250 anos: 3 meses. Nao
Antimoniato disseminada: 15mg/kg/dia Endovenosa ou disseminada: acompanhamento | havendo resposta
N-metil (10 - 20mg Sb+5/kg/dia) ou 20 dias eletrocardiografico | satisfatoria,
glucamina Mucosa: 20mg/Sb+5/kg/dia intramuscular | Mucosa: 30 dias duas vezes deve-se utilizar
Difusa: 20mg/Sb+5/kg/dia Difusa: 20 dias por semana. as drogas
Demais exames alternativas
semanalmente
Alternativas
1mg/kg/dia dianamente ou
em dias alternados (dose
maxima diaria de 50mg) Doses aplicadas
Desoxicolato de | Deve ser administrada até r em periodos
L Sz ndovenosa R
anfotericina B atingir as seguintes doses variaveis; depende
totais: da tolerancia Diario
Forma cutanea: 1a 1,5g
Forma mucosa: 2,5 a 3g Mensal, por 3
meses
Anfotericina B . Diariamente, até
Noocsamal 1 a 4mg/kg/dia Endovenosa completar 1 a
1,5g de dose total
Isotionato de 4mg/kg/dia, em dias Endovenosa Ncicha® Duas vezes por
pentamidina alternados o A M N apicagias semana
intramuscular

Fonte: Guia de vigilancia em saude,2017

Nota: “a” Esta droga esta registrada na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) para uso
no tratamento da leishmaniose visceral (LV), mas nao existe registro para uso na leishmaniose
tegumentar americana (LTA), sendo considerada uma droga off label. O uso off label de qualquer
medicamento pode ser realizado por conta e risco do médico que o prescreve. A recomendacao esta
baseada em experiéncias relatadas na literatura que permitem indicar o uso da Anfotericina B
lipossomal para LTA, nos casos em que todas as demais op¢des terapéuticas tenham sido utilizadas
sem sucesso ou contraindicadas. “b” Trés aplicacdes para pacientes infectados por L. (V.)
guyanensis e 10 aplicacdes para pacientes infectados por L. (V.) braziliensis ou L. (L.) amazonensis.

2.3 Imunologia na Leishmaniose

O sistema imunoldgico é um sistema complexo de defesa que desempenha o
papel de evitar infeccOes e evita o estabelecimento de diversas doencas. Da
mesma forma, na leishmaniose, a resposta desencadeada por esse sistema é

importante para o desenvolvimento ou ndo da doenga através da interagéo de suas

células e moléculas associadas (ROSSI; FASEL, 2017). Essa interacdo entre o
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parasita e o sistema imunoldgico abre um leque de possibilidades e aplicacdes,
como por exemplo, para diagnostico e monitoramento da resposta ao tratamento
(HARTLEY et al., 2013; KIP et al., 2015).

A resposta imune em humanos pode apresentar um papel que favorece a
cura da doenca, por meio da inducdo de células e producdo de mediadores que
favorecem a destruicdo do parasita. Além disso, pode também promover um
imunobalango por esses mesmo fatores, contendo assim sua proliferagéo. Portanto,
é fundamental a interacdo e presenca de células como macréfagos, linfocitos T,
guimiocinas, citocinas e anticorpos para que exista um controle da doenca
(BIRNBAUM; CRAFT, 2011; ROSSI; FASEL, 2017; VILLANI; SARKIZOVA;
HACOHEN, 2018).

O sistema imunolégico possui uma grande diversidade das células imunes,
exibindo um amplo espectro de fenétipos que sao identificados por moléculas que
refletem o comportamento e funcdo exercidos pela célula (VILLANI; SARKIZOVA,
HACOHEN, 2018). O entendimento desses fenétipos imunoldgicos exibidos durante
a infeccdo direciona e otimiza os estudos acerca do desenvolvimento de moléculas
terapéuticas, como também o préprio entendimento da relacdo do parasita com o
organismo do hospedeiro (PAPENFUSS, 2017; ROSSI; FASEL, 2017; VILLANI,
SARKIZOVA; HACOHEN, 2018).

O estabelecimento da infec¢cdo €, em grande parte, dependente do primeiro
contato dos parasitas com um tipo celular importante, os neutréfilos. Eles sdo a
primeira linha celular de defesa, rapidamente fagocitando os parasitas. Os
neutréfilos podem combater o parasita por acéo interna, com digestao por meio de
moléculas no fagolisossomo, como também externamente por meio de armadilhas
extracelulares de neutréfilos (NETs) e extrusdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (BAHRAMI; HARANDI; RAFATI, 2018; REGLI et al.,, 2017). As NETs sao
compostas do DNA do proprio neutréfilo associado a proteinas microbicidas que
aprisionam o parasita, restringindo sua propagacgéo, e até levando a morte celular
(VAN AVONDT; HARTL, 2018).
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Entretanto, o microambiente interno do neutréfilo ndo € capaz de sustentar a
sobrevivéncia do parasita por muito tempo, principalmente devido ao seu pH interno
(PETERS et al., 2009). Além disso, ha diversos mecanismos de escape que as
Leishmania spp. podem utilizar para evadir da acdo dos neutrdfilos (Figura 6)
(REGLI et al.,, 2017). Dentre esses mecanismos, 0 parasita pode prejudicar a
formacdo de fagolisossomos maduros e sua fusdo com granulos de neutrdéfilos
(Figura 6A). Também se inserindo em compartimentos celulares que moléculas
digestivas ndo alcancam (Figura 6B), além de resistir a toxicidade associada a
producdo de ROS (Figura 6C). Algumas Leishmania spp. também pode inibir
diretamente (Figura 6C) ou indiretamente a formagdo de NETs (Figura 6D),
principalmente pela digestdo da NETs usando endonucleases derivadas de
patdgenos e do vetores. Além disso, algumas espécies podem resistir tanto a acao
direta das NETs, se envolvendo com de moléculas de superficie resistentes a
protease (Figura 6E), como também sendo capaz de replicar livremente em
neutroéfilos (Figura 6F) (REGLI et al., 2017). Devido a tudo isso, consequentemente,
outros tipos celulares sdo fundamentais para o estabelecimento do parasita no corpo

hospedeiro.

Entre os tipos celulares que contribuem para esse estabelecimento, pode-se
destacar as células dendriticas (dDCs) dérmicas, também chamadas de células de
Langerhan que expressam principalmente CD207 (Langerina, uma lectina tipo-C)
(CARVALHO et al., 2016). Essas células também séo capazes fagocitar os parasitas
nas primeiras horas apés a infeccéo inicial, e podem comportar um grande nimero
deles. Essas dDCs sdo responsaveis pelo reconhecimento de PAMPs de
Leishmania spp. na derme, principalmente por receptores tipo toll-2 (TLR-2) e toll 4
(TLR-4) (FEIJO et al., 2016; KOMAI-KOMA et al., 2014; VARGAS-INCHAUSTEGUI
et al., 2009). Notavelmente, apds esse reconhecimento as dDCs atuam
apresentando antigeno do parasita, via MHC-II, a linfocitos que vao atuar contra a
infeccdo. A qualidade da apresentacdo do antigeno pode determinar a eficiéncia da
ativacdo desses linfécitos, onde envolve também outras moléculas co-estimulatorias
como CD40, CD54, CD80 e CD86 (FEIJO et al., 2016; SAHA et al., 2006). Essa

capacidade de processamento e apresentacdo de antigeno confere as DCs o titulo
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de principais células apresentadoras de antigenos (APC), principalmente para
linfocitos T CD4" e T CD8" (ROSSI; FASEL, 2017; STEBUT, TENZER, 2017;
VILLANI; SARKIZOVA; HACOHEN, 2018).

Figura 6 - Mecanismos de evasédo de Leishmania spp. em neutréfilos
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Fonte: adaptado de Regli et al., 2017
Nota: Estratégias usadas por Leishmania spp. para evadir da acao de neutrofilos.

Contudo, o parasita desenvolveu mecanismos que paracem modular ou
bloguear a atividade de co-apresentacdo de antigenos pelas DCs (RIBEIRO-
GOMES et al., 2015). Na infec¢do por L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum é
observado um aumento da expressao de CD86 em DCs, entretanto uma diminuicao
da expressao de CD209. Essa baixa expressdo de CD209 parece facilitar a entrada
dos parasitas nas DCs (FALCAO et al., 2016). Além disso, L. infantum parece
contribuir para a inibicdo da apoptose de DCs infectadas, preservando assim a
célula hospedeira e facilitando a disseminacéo para outros 6rgdos (FALCAO et al.,

2016). Em modelos murinos, L. amazonensis € capaz de induzir a producédo de
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cAMP em DCs, o qual inibi a co-estimulacdo dessas células (FIGUEIREDO et al.,
2017). Também foi demonstrado que L. amazonensis € capaz de afetar na
maturacdo de DCs, por acumulo de célcio intracelular, de modo a dirigir na
diferenciacdo de linfécitos para um perfil anti-inflamatério (FIGUEIREDO et al.,
2017).

Além das DCs dérmicas, decorrendo 24 horas apdés o inicio da infec¢do, outra
populacdo celular dominante é a de macréfagos dérmicos, que se tornam potenciais
reservatérios para esses parasitas devido a intensa atividade fagocitica (NG et al.,
2008). Apesar dos macrofagos também exercerem funcdo de APC, sua principal
funcao é a de fagocitose e eliminacdo do parasita, caracterizando o perfil classico de
macréfagos do tipo M1. Além da alta atividade fagocitica, as células M1
desempenham fun¢Bes de producdo de ROS e Oxido nitrico, liberacdo de
metaloproteinase e secrecdo de quimiocinas e citocinas que contruibuem no
recrutamento celular (ITALIANI et al., 2020; MANTOVANI et al., 2013). Dentre as
principais citocinas associadas destacam-se IFN-y e TNF, principalmente
responsaveis pelo recrutamento de células citotoxicas como NK e linfocitos Th1.

Entretanto, a depender do microambiente algumas citocinas, como IL-4,
podem direcionar uma polarizacdo de macrofagos para um perfil alternativo ou
desativado, também chamado de M2 (FRANKEN; SCHIWON; KURTS, 2016;
ITALIANI et al., 2020; MANTOVANI et al.,, 2013). O perfil M2 é principalmente
responsavel por inibir a ativacdo do M1 e células com efeitos inflamatérios. O perfil
M2 contribui para preservar o tecido, atenuando a inflamacéo e reconstruindo o
tecido (cicatrizagdo)(FRANKEN; SCHIWON; KURTS, 2016; ITALIANI et al., 2020;
MANTOVANI et al., 2013). Na LTA o perfii M2 de macrofagos parece estar
associado ao sucesso dos parasitas no desenvolvimento das lesGes. A depender da
espécie, as células M2 podem se tornar mais permissivas a Leishmania,
contribuindo para sua propagacao (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018). Por outro
lado, os macréfagos de perfil M2 fagocitavam menos parasitas quando infectados
por cepas associadas a autocura (LEE et al., 2018).
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Devido ao baixo numero de DCs e macrofagos dérmicos, que ndo seriam
suficientes para acarretar em uma lesdo, ha uma contribuicdo maior de outros tipos
celulares no sitio de infec¢do. Possivelmente, ha um recrutamento de mondcitos que
se diferenciam em células dendriticas derivadas de mondocitos (moDCs) (CHARMOY
et al., 2010; LEON; LOPEZ-BRAVO; ARDAVIN, 2007). Essa populacéo celular tem o
importante aspecto por ter alta capacidade fagocitica. No entanto, essa capacidade
favorece o crescimento e a sobrevivéncia dos parasitas. Em consequéncia disso,
consegue comportar um grande namero de parasitas em seu interior, de forma que
necessitaria de um grande numero de células infectadas para sinalizar o surgimento
da doenca (Figura 7). (DE TREZ et al., 2009; LEON; LOPEZ-BRAVO; ARDAVIN,
2007).

A imunidade inata € fundamental durante o estabelecimento da doenca e no
contato inicial com a Leishmania sp. Entretanto, outros tipos celulares estado
relacionados ao desenvolvimento de uma resposta protetora em longo prazo
(ROSSI; FASEL, 2017). Essa resposta tem como intuito prevenir a reinfecgao,
aspecto importante quando se leva em conta o cenario epidemiolégico das
leishmanioses (ROSSI; FASEL, 2017). Grande parte dos estudos que relacionam 0s
mecanismos imunoldgicos nas leishmanioses sdo baseados em modelo murinos.
Esses modelos permitram a compreensdo dos mecanismos da resposta
imunoldgica. De fato, esses estudos vém elucidando o importante papel das
citocinas pro-inflamatérias da via Thl na resisténcia e das citocinas da via Th2
associadas a susceptibilidade (DE LUCA; MACEDO, 2016b). Contudo, essas
relagBes imunoldgica demonstram divergéncias ao comparar os modelos murinos e

0s ensaios clinicos com seres humanos (OLIVEIRA et al., 2014).

S&o observadas quatro principais de células T para esse papel protetor:
Células T auxiliares 1 (Thl), células T auxiliares 2 (Th2), células T auxiliares 17
(Th17) e células T reguladoras (Treg) (BETTELLI et al., 2006). Vale salientar que
outros tipos celulares sao relacionados com o papel protetor. As populagbes de
células T citotdxicas (Tc) também desempenham uma contribuicdo importante como
células efetoras e atuantes na relacdo parasita-hospedeiro nas leishmanioses
(NOVAIS; SCOTT, 2015).
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Figura 7- Dinamica no sitio de infec¢ao por Leishmania spp. associando moDCs.
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Nota: No sitio de infeccao ha uma pluralidade de tipos celulares que interagem com o parasita. O
micro ambiente formado proporciona condi¢des para migracdo de mondcitos que por sua vez podem
se diferenciar em moDCs, essas que por sua vez podem contribuir tanto para sobrevivéncia do
parasita quanto para uma resposta protetora. Os componentes desta figura foram criados usando
modelos modificados da Servier Medical Art, que sao licenciados sob uma Creative Commons

Attribution 3.0 Unported License; https://smart.servier.com/

2.3.1 Papel dos linfécitos T auxiliares (CD4+)

Particularmente nas leishmanioses, os fatores de protecdo tém sido
relacionados principalmente com a presenca de linfécitos T CD4" com o perfil Thl
produzindo IFN-y, TNF e IL-12 (Figura 8). Esses fatores sdo associados com a
ativacdo de macrofagos e consequente eliminacdo de parasitas (LOEUILLET et al.,
2016; MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016; ROSSI; FASEL, 2017; SCORZA;
CARVALHO; WILSON, 2017). Oposto a isso, o perfil Th2 tem sido relacionado com
alta carga parasitaria, inibicdo da producéo de oxido nitrico por macrofagos ativados
por IFN-y, esse fato se deve principalmente pelas citocinas IL-4, IL- 10, TGF- desse

perfil, levando também a uma inibicdo da diferenciacao de linfocitos, principalmente
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por IL-10 (MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016; ROSSI; FASEL, 2017). Em
camundongos resistentes, na infeccdo por L. major é observado um perfil com
poucas lesbes acompanhado com uma baixa predominancia de parasitas,
concomitante a isso um perfil pronunciado de Thl CD4", destacado pela producéo
principalmente de citocinas pro-inflamatoérias IFN-y, TNF-a, e IL-2 (DA SILVA
SANTOS; BRODSKYN, 2014; MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016).

Em humanos, é observado que na evolugdo para uma lesdo mucosa da
doenca h& um perfil de secrecdo aumentada de TNF e IFN-y mediada por células T
CD4" (DA SILVA SANTOS; BRODSKYN, 2014; SCORZA; CARVALHO; WILSON,
2017). Na forma classica da LT as varias citocinas, incluindo TNF e IFN-y, parecem
desempenhar papéis que transitam entre ambos os perfils pré e anti-inflamatdrios,
destacando a complexidade dessa resposta em humanos (ROSSI; FASEL, 2017;
SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017). Em linhas gerais, as células Thl secretoras
de citocinas desempenham um papel crucial para cura clinica de pacientes com LT
(COUTINHO et al., 1996).

Os linfécitos Thl7 sdo importantes produtores de algumas citocinas, tais
como a IL- 17, IL-22 e IL-6. Ainda que o papel dessas citocinas na infeccédo por
Leishmania spp. nédo esteja completamente elucidado, resultados de diversos
trabalhos demonstraram uma dependéncia espécie-especifica e de fatores do
hospedeiro. Mais recentemente, foi observado que a infec¢éo por L. infantum induz
a producdo de IL-17a que, por consequéncia, € capaz de potencializar a resposta do
tipo Thl, também prevenindo expansao de células Treg e linfécitos produtores de IL-
10 (NASCIMENTO, 2015). Em modelos murinos foi observado que a IL-17 é um
importante mediador da patologia da doenca em camundongos C57BL/6 que nao
expressam IL-10 infectados com L. major (GONZALEZ-LOMBANA et al., 2013). Ja
em camundongos BALB/c susceptiveis a IL-17 também foi envolvida com a
progressao da doenca apos infeccdo com L. major (LOPEZ KOSTKA et al., 2009).
Em pacientes foi encontrado para leishmaniose cutanea causada por L. braziliensis
uma associacao patoldgica de IL-17, enquanto que em leishmaniose visceral foi
encontrada uma relagéo de resisténcia (BACELLAR et al., 2009; NOVAIS; SCOTT,
2015; ROBERTO et al., 2011).
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Figura 8 - Perfis de resposta imunoldgica a infecgédo por Leishmania spp. em modelo murino.
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Nota: Em modelos murinos, observa-se que logo apos a infec¢éo por Leishmania spp., a resposta
imunolégica induzida pode favorecer a progresséo da doenc¢a por meio da indugdo de um perfil de
resposta com linfocitos T CD4" produzindo citocinas como IL-4, IL-10 e TGF-B. Ou, a resposta
imunolégica pode induzir a proteg&o contra a doenga por meio de um perfil de linfécitos T CD4" e
T CD8" produtores, principalmente, de IFN-y. Os componentes desta figura foram criados usando
modelos modificados da Servier Medical Art, que séo licenciados sob uma Creative Commons
Attribution 3.0 Unported License; https://smart.servier.com/

2.3.2 Papel dos linfocitos T CD8+

Dentre os conjuntos de células efetoras, os linfécitos T citotoxicos estdo entre
as células que possuem grande participagdo na patogénese da LTA (CAMPOS et
al., 2017). Esse tipo celular é caracterizado pela expressdo de CD8 na sua
superficie, sendo um importante produtor de mediadores citotdéxicos, como
granzimas e perforinas, que provocam a destruicdo da célula infectada, e
consequentemente do parasita (BOUSSOFFARA et al., 2019; NOVAIS; SCOTT,

2015).

Apesar de reconhecer a importancia dos linfocitos T CD4" Thl como
mecanismo protetor nas leishmanioses, é observado cada vez mais que os linfécitos

T CD8" também apresentam um papel protetor importante (Figura 8) (DA SILVA
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SANTOS; BRODSKYN, 2014; DE OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012). Isso é bem
observado em camundongos com deplecdo transitoria de linfocitos T CD4"
susceptiveis a infeccdo por L. major, onde os linfocitos T CD8" foram essenciais
para manter os animais resistentes a infecgdo (MULLER et al., 1991; STAGER;
RAFATI, 2012). Além disso, em pacientes curados para LTA é observado uma maior
frequéncia de célula T CD8+, enquanto que uma frequéncia menor dessas células é
observada em pacientes com doenca persistente (EGUI et al., 2018). A
caracteristica chave da acdo de protecdo realizada pelos linfécitos T CD8*
produtores de IFN-y, € principalmente pela capacidade dessas células de alternar a
resposta Th2 para a resposta Thl (UZONNA; JOYCE; SCOTT, 2004).

Entretanto, essas células T CD8+ também podem ser associadas com dano
tecidual em pacientes com LT (GOLLOB et al., 2008; RIBEIRO et al., 2013). Isso
ocorre quando ha uma resposta exacerbada de devido a mediadores citotoxicos
secretados por essas células que se apresentam altamente concentrados na area da
lesdo nesses pacientes (NOVAIS; SCOTT, 2015). Todos esse processo é
retroalimentado de maneira que, ao levar a lise celular pelo ambiente toxico, ha
liberacdo de padrbes moleculares associados a danos (DAMPS), que por sua vez
estimulam ainda mais a acado citotoxica das T CD8+ (Figura 9) (BONILLA et al.,
2012; STROWIG et al., 2012). Tem sido observado células T CD8+ expressando
marcadores intracelulares que antes apenas se conhecia em células T auxiliares, de
forma que essas subpopulacdes desempenham muitas vezes papéis analogos aos
gue as subpopulacfes de células T auxiliares desempenham, incluindo na producao
de algumas das principais citocinas desses perfis (Figura 10) (VALENTINE;
HOYER, 2019).
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Figura 9 - Representagdo do ambiente inflamatdrio e interacdo com celulas TCD8+.
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Nota: Esquema representativo do ambiente inflamatério na leishmaniose, com foco em macréfagos e

células T CD8 citotéxicas. Os componentes desta figura foram criados usando modelos modificados
da Servier Medical Art, que sao licenciados sob uma Creative Commons Attribution 3.0 Unported

License; https://smart.servier.com/

Figura 10 - Subpopulacgdes de células T CD8+.
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Fonte: adaptado de VALENTINE; HOYER, 2019.

Nota: Subpopulacdes de linfocitos T CD8" de acordo com a expresséo de fatores de trAnscrisdo e
principais citocinas produzidas por esses perfis.

Legenda: Tc — células T citotdxica; Tcl — célula T citotdxica tipo 1; Tc2 — célula citotéxica tipo 2; Tcl7
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— célula citotéxica tipo 17; Treg — célula T regulatoria; CTL — funcéo citotdxica classica de linfécitos T
citotéxicos. Os componentes desta figura foram criados usando modelos modificados da Servier
Medical Art, que sdo licenciados sob uma Creative Commons Attribution 3.0 Unported License;
https://smart.servier.com/

2.3.4 Papel dos linfocitos T de memoria

A memodria imunolégica € quando uma célula T de memdéria desempenha um
papel importante para prevenir a reinfec¢do contra o patdogeno. Esse papel protetor é
interessante para a abordagem de vacinas contra Leishmania uma vez que gera
uma resposta mais rapida e eficaz contra o parasita (DE LUCA; MACEDO, 2016b;
SCHROEDER; AEBISCHER, 2011). A populacdo de células T de memoria (Tm) é
bem heterogénea, tendo trés principais subpopulacdes: células T de memoaria central
(TCM), célula T de memdria efetora (TEM) e as células T de memdria residente
(TRM) (SHIN; IWASAKI, 2013). Diferentes das células T naives (C45RA+), as
células Tm séo caracterizadas pela expressdo do marcador de superficie CD45RO
(CD45ROCD45RA") (HOSSEIN KESHAVARZ VALIAN, ET AL, 2012).

As células TCM expressam constitutivamente CCR7 e CD62L e sao
encontradas em areas de células T de o6rgaos linféides secundéarios onde séo
capazes de proliferar e se diferenciar em células efetoras em resposta a estimulagéo
antigénica (SHIN; IWASAKI, 2013). As células TEM reduzem a expressao de CCR7,
tém expressdo heterogénea de CD62L e sdo capazes de migrar para tecidos
inflamados e tém funcdes efetoras imediatas (SALLUSTO, 2004; SALLUSTO et al.,
1999). Um estudo demonstrou que em modelos murinos infectados com L. major, as
células T CD4" efetoras séo perdidas na auséncia de parasitas, ja as células T CD4"
de memoria central sdo mantidas e posteriormente se diferenciam em células T
efetoras para mediar a protecao (ZAPH et al., 2004). O estudo anterior sugere que
as células TCM sdao potenciais alvos de investigacdo de vacinas contra Leishmania
spp. Ja células TRM expressam CD103 e CD69, onde a expressdao de CD103
parece estar relacionado com a morfologia de células dendritica e a capacidade de
serem residentes no tecido (SHIN; IWASAKI, 2013). Recentemente, foi observada a
presenca de células TRM especificas contra Leishmania spp. Elas sdo capazes de

produzir altos niveis IFN- y e de recrutar células T circulantes na pele, resultando em
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um melhor controle dos parasitas, a partir de uma resposta protetora ideal contra o
patégeno (GLENNIE et al., 2015).

Figura 11 - Mecanismo de acéo desejado para uma vacina em potencial contra Leishmania spp.
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Fonte: o autor, 2018.

Nota: Esquema representativo das possiveis formas de acéo induzidas por uma vacina eficaz e
desejada para combate a leishmaniose. A molécula vacinal deve prover uma resposta de combate
capaz de ativar DCs eficientes, que irdo co-apresentar antigenos do parasita a linfécitos efetores e
produtores de citocinas. O microambiente de citocinas podera provocar recrutamento e maturacao de
outras células, o que incluem plasmacitos, produtores de anticorpos, e macréfagos ativados capazes
de fagocitar e destruir os parasitas durante a infeccdo. Os componentes desta figura foram criados
usando modelos modificados da Servier Medical Art, que séo licenciados sob uma Creative
Commons Attribution 3.0 Unported License; https://smart.servier.com/

De fato, devido a importancia e a plasticidade funcional do sistema imune na
leishmaniose, ele se torna um objeto favoravel de estratégias de combate a doenca.
Tendo entendimento disso, uma das melhores formas do uso desse sistema é o de
estratégias vacinais. Uma estratégia vacinal desejavel deve considerar moléculas
gue sejam capazes de: ativar corretamente APCs, que por sua vez devem
apresentar de forma eficiente antigenos do parasita para linfécitos efetores, via MHC
| e Il; serem capazes de induzir linfocitos T produtores IFN-y, TNF, IL-2, entre outras

citocinas de carater inflamatério; as citocinas induzidas devem sufientes para levar a
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ativacdo de macréfagos e outras células citotoxicas como T CD8+ e NK; induzindo
0os macréfagos a produzi ROS e RNS, como também induzir producéo de moléculas
como granzimas, perforinas e Fas/FasL; e induzir células capazes de produzir e
secretar anticorpos anti-Leishmania (Figura 11) (IBORRA et al.,, 2018). Tais
mecanismos combinados da resposta imune seriam capazes de levar a destruicéo

dos parasitas no organismo humano.

2.5 Vacinagéao

O maior desafio para uma vacina € induzir o desenvolvimento de uma resposta
imune protetora contra um patégeno em especifico. A duas vacinas licenciadas
atualmente em circulacdo sdo voltadas para leishmaniose canina. No Brasil, a
Leishmune ® obteve aprovacdo de uso em areas endémicas por ser capaz de
proteger cdes da LV canina, também sendo usada para diagnosticos em humanos.
Essa vacina se baseia em uma molécula presente em todas as fases do parasita,
extraida de L. donovani, e associada a saponina como adjuvante (MOAFI et al.,
2019; SRIVASTAVA et al.,, 2016; WYLIE et al., 2014). Outra vacina também
licenciada, mais uma vez para LV canina, € a LIESP / QA-21 ou CaniLeish ®. De
origem francesa e com distribuicdo para Europa, a CaniLeish ® foi produzida através
de proteinas segregadas extraidas de Leishmania infantum (LIESP), e usa saponina
como adjuvante (STARITA; GAVAZZA; LUBAS, 2016; VIANA et al.,, 2016). Vale
salientar que ambas sao voltadas para leishmaniose canina e a manifestacao
visceral da doenca. Essa caréncia de produtos vacinais direcionados a LTA em
humanos ainda gera muitos esforcos por parte dos grupos de pesquisas. Alguns
candidatos vacinais tém sido investigados, mas ainda se encontram em fase | e Il,

enquanto os de fase Il sdo voltados principalmente para LV (Tabela 2).

De modo geral, uma vacina consiste de dois elementos essenciais: 0 antigeno
e 0 adjuvante (KOCOURKOVA et al.,, 2016). Diferentes moléculas estdo sendo
utilizadas como adjuvantes vacinais, uma vez que Sao capazes de ativar o sistema
imune do individuo e permitir uma melhor resposta ao antigeno (AWATE; BABIUK;
MUTWIRI, 2013). Dentro os adjuvantes disponiveis, o CpG-ODN destaca-se pelo

uso crescente em ensaios experimentais. Essa molécula é formada por sequéncias
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de oligonucleotideos com dominios citosina-fosfato-guanina ndo metilados e que sao
capazes de estimular receptores tipo Toll-9 (TLR-9), importantes receptores de DCs
e linfécitos B (GURSEL; GURSEL, 2016; HANAGATA, 2017). O CpG-ODN tem sido
usado em alguns estratégias vacinais e terapéuticas contra cancer, justamente por
mostrar o potencial na inducéo IL-12, TNF e IFN-y por células Thl (HANAGATA,
2017; IBORRA et al., 2018).

As vacinas sdo organizadas com base na composicdo do antigeno principal.
Basicamente existem trés classes de vacinas: primeira, segunda e terceira geracao
(Figura 12). As bases do antigeno usado nas vacinas de primeira geracao podem
ser por parasita completo, inativado ou morto, seja por processos fisicos e ou
quimicos. J&4 as vacinas de segunda geracdo sdo compostas por antigenos
molecularmente definidos, podendo ser de uma ou mais proteinas, por exemplo. Por
fim, as vacinas de terceira geracdo sdo a abordagem mais moderna, a qual utiliza de
DNA como antigeno vacinal (OSMAN et al., 2017).

Figura 12 - Tipos de vacinas quanto ao tipo de antigeno.

12 geracao 22 geracdo 32 geracdo

Fonte: o autor, 2019.

Nota: As vacinas sédo divididas em trés tipos de acordo com o antigeno usado como base, de modo
gue: 12 geracao — parasita vivo atenuado ou morto; 22 geragcao — moléculas pequenas do parasita
como proteinas, peptideos ou epitopos; 32 geracao — fragmentos de DNA ou histonas. Os
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componentes desta figura foram criados usando modelos modificados da Servier Medical Art, que séo
licenciados sob uma Creative Commons Attribution 3.0 Unported License; https://smart.servier.com/

Tabela 2 - Status de vacinas voltadas para LT e LT registradas em ensaios clinicos.

Classificagao

Referéncia

Leishvaccine

ALM p

Leishmune

Canileish

GALM a

LEISH-F1

LEISH-F2

LEISH-F3

Leish-Tec

SMTy+NHp

ChAd63-KH

Primeira
geracao

Primeira

geragao

Primeira
geragao

Primeira
geragao

Primeira
geragao

Segunda

geragao

Segunda
geracao

Segunda
geragao

Segunda
geragao

Segunda
geracao

Terceira
geragao

(TEIXEIRA et al., 2011)

(DE LUCA; MACEDO, 2016a)

(WYLIE et al., 2014)

(STARITA; GAVAZZA; LUBAS, 2016)

(PROVINCE, 2020)

(CHAKRAVARTY et al., 2011)

(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT0101
1309)
ultimo acesso em: 20/07/2020

(CHRISTIAANSEN et al., 2017)

(REGINA-SILVA et al., 2016)

(SRIVASTAVA et al., 2016)

(OSMAN et al., 2017)

Fonte: adaptado de MOAFI et al., 2019.

2.5.1 Vacinas de primeira geracao

As vacinas de primeira geragao estao associadas a um processo chamado de

leishmanizagéo (LZ). Esse processo consiste na inoculagdo de uma cepa viva

virulenta ou atenuada para produzir a leséo. No inicio esse método foi muito utilizado

em populagdes de alto risco, uma vez que se provou ser eficiente em induzir uma
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resposta protetora contra exposicdo subsequente a Leishmania spp
(GREENBLATT, 1980; HANDMAN, 2001). Todavia, nessa indugao que deveria
provocar uma lesdo que eventualmente levaria a uma cura espontanea, foi relatada
“cronificagdo” das lesdes em alguns casos, dificultando o tratamento (GHALIB;
MODABBER, 2007; KHATAMI et al., 2007). Essa técnica ficou em desuso por um
tempo, mas atualmente alguns grupos voltaram a emprega-la experimentalmente.
(AUDREY ROMANO et al., 2016; IBORRA et al., 2018; SALJOUGHIAN; TAHERI;
RAFATI, 2014).

Dentre as abordagens que foram e ainda sdo exploradas, ha introducédo de
cassetes suicidas no genoma de Leishmania spp. que inclui genes de sensibilidade
a drogas. Alguns exemplos deste ultimo sdo L. major expressando o gene da
timidina quinase sensivel a ganciclovir do Herpes virus | (MUYOMBWE et al., 1998)
ou o gene da citosina deaminase de Saccharomyces cerevisae sensivel ao 5-
fluorocitosina (DAVOUDI et al.,, 2005). Ainda ha varias discussdes éticas sobre
ensaios clinicos em seres humanos com parasitas vivos, ainda que esses parasitas
nao apresentarem alguns genes de viruléncia ou mesmo apresentarem genes de
susceptibilidade a drogas (BORJA-CABRERA et al., 2008; REQUENA et al., 2004).
Apesar dessa controvérsia, um fator vantajoso do uso desses parasitas
geneticamente atenuados é que eles persistem no hospedeiro por um tempo maior.
Como consequéncia, provém antigenos em quantidade e tempo suficiente para
induzir a geracdo de células especificas de memoria imunolégica que podem
combater uma reinfeccado (SELVAPANDIYAN et al., 2012).

Ainda que os novos estudos com vacinas de primeira geragcdo estejam em
curso, por diferentes fatores, ha uma série de limitacbes na abordagem desses
candidatos. Neste sentido, alternativas ao uso dessas vacinas foram criadas no
sentido de obter melhores resultados, como por exemplo, o alvo em genes de
viruléncia em Leishmania spp. Nesta categoria séo incluidas as vacinas produzidas
com organismos geneticamente modificados, knock-out de genes de viruléncia de
Leishmania spp. (COSTA et al., 2011), tais como dihidrofolato-redutase timidilato
sintase (CRUZ; COBURN; BEVERLEY, 1991), cisteino-proteinase (ALEXANDER,;
COOMBS; MOTTRAM, 1998; SOUZA et al., 1994) ou transportador de biopterina
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(PAPADOPOULOU et al., 2002). O sucesso no uso desses parasitas modificados, é
devido ao curto ciclo de vida, que é suficiente para induzir uma resposta imune
especifica, além de ser capaz de eliminar a infeccdo e nado induzir doenca no

homem.

Primordialmente, a vacina deve ter componentes seguros para uso em
populacdes humanas, nédo gerando efeitos colaterais importantes. Nos novos
candidatos a vacinas de primeira geracdo, ha supressdo ou remoc¢do de alguns
genes que afeta a fisiologia do parasita, como também a associacao de adjuvantes.
Bons exemplos disso sdo alguns caditatos de cepas de L. major com delecdo para
genes como LPG2, associado ao complexo de Golgi, e HSP70-1l que esta associado
a sobrevivéncia no hospedeiro vertebrado (MANDELL; BEVERLEY, 2017; SOLANA
et al., 2017). Outro candidato interessante € um recombinande de L. tarentolae, que
infecta naturalmente lagartos, que nao desenvolve a doenca em humanos. Algumas
abordagens demonstraram o potencial dessa cepa L. tarentolae de em gerar
protecdo em modelos murinos infectados com L. infantum (KATEBI et al., 2015;
PIRDEL; FARAJNIA, 2017).

2.5.2 Vacinas de segunda geracao

As vacinas que sdo baseadas no uso de antigenos recombinantes se
mostram uma alternativa promissora, e fornecem bons resultados e esclarecimentos
guanto a seguranca para uso em humanos e/ou animais. Diante disso, sao feitas
investigacbes da imunogenicidade de antigenos em potencial de espécies de
Leishmania. Os mais promissores foram a proteina 11 de membrana do
kinetoplastideo (AGALLOU; MARGARONI; KARAGOUNI, 2011; CARRILLO et al.,
2008; DE MENDONCA; CYSNE-FINKELSTEIN; MATOS, 2015), esterol 24-c-
metiltransferase (GOTO et al., 2007, 2009) proteina A2 especifica do amastigota
(GHOSH; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2001), cisteina proteinase B (RAFATI;
ZAHEDIFARD; NAZGOUEE, 2006), fator de alongamento e iniciagdo de L. (V.)
braziliensis (SKEIKY et al., 1998), K26/HASPB (STAGER; SMITH; KAYE, 2000),
kinase C ativada de Leishmania spp. (BENHNINI et al., 2009), antigeno 2 da
superficie de promastigota (HANDMAN et al., 1995), nucleosideo hidrolase (AL-
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WABEL et al., 2007; NICO et al., 2014) e glicoproteina expressa de superficie gp63
(CONNELL et al., 1993).

Muitas vezes algumas vacinas sao formuladas com base na combinacdo de
uma série de moléculas diferentes, um bom exemplo é a Leish- 111F/MPL-SE. Esta
vacina consiste na combinacdo do homdlogo de L. major do antioxidante tiol-
especifico de eucarioto, proteina 1 de estresse de L. major e fator de iniciacdo e
alongamento de L. (V) braziliensis, combinados com o adjuvante MPL-SE. Em
modelos murinos de LT e LV, Leish-111F/MPL-SE induziu prote¢cdo (COLER et al.,
2007; SKEIKY et al., 2002). Entretanto, a vacina foi eficaz apenas para casos leves
de LV canina e foi comprometida em cédes com doenca grave. (GRADONI et al.,
2005; TRIGO et al., 2010). A vacina Leish-111F/MPL-SE demonstrou ser segura,
imunogénica e reatogénica em voluntarios nos EUA e em pacientes de LT e LMC no
Brasil e Peru, respectivamente (GHALIB; MODABBER, 2007). A combinacao de
vacinacdo com os componentes da Leish-111F, com a proteina de choque térmico
83 (Lbhsp83) e GM-CSF, conjuntamente a quimioterapia, induziu uma melhora
clinica na resposta de pacientes e na cura de seis pacientes com LMC (BADARO et
al., 2006).

A Leish-111F/MPL-SE, agora chamada de LEISH-F1, atingiu estudos clinicos
de fase Il, entretanto o IDRI, que é o institudo que originou essa primeira versao,
comegou a investir em novas versdes dessa vacina(MOAFI et al., 2019). A segunda
versdo, chamada de LEISH-F2, é uma proteina artificial que exclui o marcador N-
terminal da histidina, resultando em maior semelhanca com as proteinas naturais de
espécies selvagens (GILLESPIE et al., 2016). ApOs a aprovacdo de seguranca e
imunogenicidade, a vacina entrou na Fase Il de um ensaio clinico, onde foram
avaliados seus efeitos terapéuticos em pacientes com CL e comparado a
quimioterapia. A LEISH-F2 manteve a associagdo com o adjuvante MPL-SE como o
de sua versédo anterior (GILLESPIE et al., 2016). Uma terceira versdo, chamada de
0.LEISH-F3, €& outra vacina multicomponente composta por duas proteinas:
nucleosideo hidrolase (NH), derivadas de L. donovani, e esterol 24-c-
metiltransferase (SMT), derivadas de L. infantum (CHRISTIAANSEN et al., 2017).

Dessa vez, essa versdo usa nanoemulsdo 6leo-em-agua estavel em glicopiranosil
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lipidico A (GLA-SE) como adjuvante. O GLA-SE funciona como Ligante TLR-4
(CHRISTIAANSEN et al., 2017), importante receptor para algumas APCs.

Embora existam varios candidatos a antigenos vacinais, vale destacar que a
maioria deles sdo pesquisados ha varios anos. Boa parte desses antigenos foram
descobertos com metodologias antigas com base na inducdo de anticorpos. Além
disso, muitos desses candidatos foram testados somente em modelos murinos e nao
mostram resposta em células humanas. Também ndo se sabe se esses antigenos
possuem epitopos que se ligam a MHC | ou MHC I, receptores que participam na
apresentacdo de antigenos para células T. De fato, existe uma necessidade de
novos candidados que tenham sido investigados e selecionados por metodologias
mais avancadas. Uma abordagem recente que permite uma escolha mais racional e
uma triagem mais segura de possiveis antigenos é o uso de ferramentas de
bioinformética (BRITO et al., 2017; FREITAS-SILVA et al., 2016; JOHN; JOHN;
KHOLIA, 2012; SEYED; TAHERI; RAFATI, 2016).

2.5.3 Vacinas de terceira geragéao

A proposta da imunizag¢do genética surgiu como uma alternativa interessante,
com a finalidade de induzir imunidade especifica em hospedeiros. O diferencial
observado nesse tipo vacinal é a capacidade de expressédo seletiva de genes muito
préximos a sua conformacdo nativa natural, inducdo de resposta imune celular
especifica, persisténcia da expressdo do antigeno por um periodo de tempo, e, por
fim, inducdo de células de memaria para proteger contra reinfeccdo (TANG; DEVIT,;
JOHNSTON, 1992). Sem duvidas, a vacinacdo com DNA tem como importante
caracteristica a indugdo conjunta de linfocitos T CD8+ citotdéxicos e T CD4+

auxiliares e a producgéao de anticorpos (DAS; ALI, 2012).

Para esse fim, hd uma procura recorrente por diferentes antigenos capazes
de imunizacdo de camundongos para vacina de DNA, como por exemplo, com
proteinas ribossomais ou seus genes em formulagdes. Alguns estudos, como por
exemplo, a vacina de DNA pVAX-P1, investigaram a eficacia do gene P1 de L.
donovani (MASIH; ARORA; VASISHTA, 2011). A associacdo dessa vacina

administrada com reforgo, conseguiu imunizar hamsters e proteger contra a infecgao
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por L. donovani, aumentando da expressdo de citocinas de resposta Thl e
reduzindo a mortalidade e a carga de parasitas no bagco. Ademais, outros estudos
demonstraram a contribuicdo de diferentes vacinas de DNA construidas com genes
de histonas (H2A, H2B, H3, H4) na protegcdo de BALB/c contra a infecgao por L.
major (CARRION, 2011; CARRION; FOLGUEIRA; ALONSO, 2008). Outras
pesquisas demonstraram que a vacinagdo com histonas H3 e H4 reduziram o
edema na pata infectada com L. major, e a carga de parasitas nos linfonodos
popliteais e baco. Esses e outros estudos foram possiveis a partir de analises de
bibliotecas de cDNA de Leishmania que permitiram a identificacdo de diferentes
antigenos (MELBY et al., 2000).

Atualmente, a vacina de terceira geracdo mais promissora e avancada para
teste em humanos € a ChAd63-KH. Essa molécula é construida baseada em
adenovirus simio, que se mostrou importante na inducdo de células T CD8 +,
especificadas para antigenos de Leishmania (OSMAN et al., 2017). Esse efeito vem
da codificacdo do gene KH, constituido por dois genes de antigenos de L. donovani:
KMP-11 e HASPB. Em teste clinicos utilizando essa vacina, foi observada a inducdo
eficientemente da producéo de IFN-y e a ativacdo de DCs (OSMAN et al., 2017). Até
o momento, a ChAd63-KH ainda se encontra em fase Il de testes clinicos (IBORRA
et al., 2018).

E presumido que a exposicdo continua a antigenos seja um passo decisivo
para o desenvolvimento de células T de memodria (ZINKERNAGEL et al., 1996).
Ainda que outros parametros se mostram importantes nesta resposta, tais como o
tipo de células que sdo ativadas e o nivel e duracdo da estimulacdo (ZAPH et al.,
2004). Ha limitacbes em vacinas com parasitas mortos, principalmente devidos sua
ineficacia em manter células de memoria. Porém esse fato parece ser resolvido
administrando repetidas injecbes de parasitas mortos, resultando assim na
expansdo de populagbes de células de memadria que por consequéncia confere em
protecdo contra o desafio com virus (OKWOR; KURIAKOSE; UZONNA, 2010).
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2.5.4 Potenciais antigenos vacinais

A espécie L. (V). braziliensis € relatada como sendo uma das principais
espécies responsaveis pelos casos endémicos de leishmaniose tegumentar e
mucocutanea no Brasil. Entretanto, grande parte dos trabalhos se concentram no
uso de antigenos de outras espécies como L. major, L. amazonensis ou L. donovani
(NANDA, 2009; SCHWARZ et al., 2013). De certo modo € demonstrado que 0s
antigenos de L. (V.) braziliensis possuem grande potencial na inducdo de uma
resposta imune celular em linfocitos de individuos com doenca ativa, apdés o
tratamento medicamentoso ou curado espontaneamente (BRELAZ-DE-CASTRO et
al.,, 2012a; BRELAZ et al.,, 2012). Além disso, foi identificado que células de
pacientes ap0s o tratamento secretam altos niveis de IFN-y e TNF quando
estimuladas com fracdes antigénicas de L. (V.) braziliensis (BRELAZ-DE-CASTRO
et al., 2012b; BRELAZ et al., 2012; DE ASSIS SOUZA et al.,, 2013b). Em
contrapartida, as fracdes antigénicas possuem grande quantidade de moléculas do
parasita e ndo sao ideais para serem utilizadas como abordagem vacinal, devido ao
tamanho da molécula e a possibilidade de reac¢des cruzadas. Assim, o ideal é a
busca de moléculas Unicas ou uma combinacdo que seja capaz de estimular uma

resposta protetora e de memoria.

Diante da complexidade de encontrar um antigeno ideal, um trabalho
realizado por nosso grupo utilizou uma combinacdo de métodos in silico, visando
identificar epitopos de linfocitos T CD4" e T CD8" no proteoma predito de L. (V.)
braziliensis (FREITAS-SILVA et al.,, 2016). Vale salientar que a abordagem por
bioinforméatica € recente na busca de potenciais candidatos a vacinas para
leishmaniose, o que difere esses epitopos de outros candidatos citados ao longo
dessa revisdo. Os resultados indicaram que os epitopos foram capazes de gerar
uma proliferacdo linfocitaria, sugerindo que essas moléculas possam ter um
potencial de induzir uma resposta protetora contra LTA. Em paralelo, avaliamos a
imunogenicidade de células T CD4" e T CD8" de PBMC de paciente estimulados
com esses mesmos peptideos. Os resultados sugeriram a imunogenicidade desses

peptideos uma vez que, além do ter potencial de proliferacdo de células T humanas,



Silva, A.A. 49

sinalizaram a produgcdo de algumas citocinas como IFN-y, TNF, IL-6 e IL-17,
engquanto uma baixa producao de citocinas como IL-4 e IL-10 (E SILVA et al., 2020).

Com esses resultados, demos continuidade neste trabalho ao investigar os
peptideos quanto a sua capacidade de induzir subpopula¢des das células T. O foco
foi o estudo do perfil das subpopulactes de células T auxiliares, citotoxicas e de
memoria, em pacientes com LTA apds estimulo in vitro com os peptideos. Além
disso, investigamos 0s mesmos quanto a expressao das principais citocinas ( TNF,
IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17a) que atuam nos perfis Th1/Th2 e Th17. Assim,
com a identificacdo dos padrdes dos perfis celulares induzido por esses peptidios,

avancar em seu estudo para as futuras abordagem vacinais na LTA.
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3 JUSTIFICATIVA

A LTA ainda constitui um sério problema de saude publica nos paises tropicais e
subtropicais. O tratamento atual enfrenta limitacdes causadas pela elevada
toxicidade, alto custo, muitas vezes com necessidade de internamento e a crescente
resisténcia de cepas do parasita. Considerando esse fato e a importante relacéo
entre a resposta imune e o desenvolvimento da doenca, faz-se necessario medidas
alternativas no combate a mesma. Ainda que a vacinacdo apresente potencial para
prevencdo de infecgBes e reinfecgbes, ndo ha vacinas seguras e eficazes em
circulacdo para humanos que contemplem o cenario epidemioldgico da LTA. Neste
contexto, o objetivo desse trabalho foi Avaliacdo do perfil fenotipico de PBMCs de
pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana na presenca de epitopos
vacinais derivados do proteoma de Leishmania (Viannia) braziliensis. A hipétese foi
gue essas moléculas eram capazes de estimular fenotipos celulares envolvidos com
a resisténcia e a imunorregulacdo na LTA. Os padrées de células T de memoria
apresentados, juntamente com o perfil de células T auxiliares e citotoxicas, sugerem

o potencial desses peptideos como promissores candidatos vacinais para LTA.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral
Avaliar a inducdo imunofenotipica de células mononucleares do sangue

periférico (PBMC) de pacientes com LTA gerada por epitopos derivados do
proteoma de L. (V.) braziliensis.

4.2 Especificos
e Avaliacdo do perfil de linfécitos T auxiliares e T de memodria in vitro em PBMC
de pacientes apés estimulo com epitopos peptidicos de L. (V.) braziliensis;

e Quantificagdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-y nos sobrenadantes de
cultura dessas PBMC ap0s o estimulo com epitopos peptidicos de L. (V.)

braziliensis;
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5 METODOLOGIA

5.1 Aspectos éticos:

O presente trabalho esta inserido em um projeto que foi avaliado e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto Aggeu
Magalhdes (IAM/FIOCRUZ) (CAAE: 11083812.7.0000.5190). Todos os individuos
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo IlI-V).

5.2. Populagéo de estudo

Para a captacdo de amostras neste trabalho, foi utilizado o método de
conveniéncia ou disponibilidade através da busca ativa. As amostras de pacientes
com LTA foram coletadas em colaboragdo com o Servico de Referéncia em
Leishmanioses (SRL) do Instituto Aggeu Magalhdes (FIOCRUZ/PE). Foram
selecionados sete pacientes para o presente trabalho com confirmacé&o laboratorial
pelo SRL. O Quadro 2 descreve 0s aspectos clinicos, epidemiolégicos e
laboratoriais dos pacientes avaliado. Foram utilizados como controle sete individuos
saudaveis residentes de area ndao endémica para leishmanione e sem historico da

doenca.

5.3 Selecao e preparacao de peptidicos de I. (v.) Braziliensis utilizados:

Os epitopos peptidicos que foram utilizados neste projeto sdo moléculas
correspondentes aos 10 melhores peptideos classificados, descritos em trabalho
anterior (Freitas-Silva et al., 2016) e foram sintetizados comercialmente (Genome
Biotechnology, Brasil). Resumidamente, foi utilizado TriTrypDB para recuperar o
proteoma previsto de Leishmania spp., posteriormente as sequéncias de proteoma
previstas foram analisadas por diferentes métodos in silico. O banco de dados de
relacdes do EpitopeDB foi criado e gerenciado usando o MySQL como sistema de
gerenciamento de banco de dados. Analisadores e algoritmos nas linguagens PERL
e SQL foram desenvolvidos para acessar e integrar os resultados, e por fim, os
dados foram agrupados e posteriormente utilizados para modelagem molecular.
Para o ranqueamento das moléculas finais foi considerado quanto a afinidade entre

essas moléculas e MHC classe | e Il e receptores de células T CD4" e CD8". A
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validacdo dessas moléculas foi a partir de cultura de PBMC humano, de grupo

controle e pacientes antes do tratamento, através de ensaio de proliferacdo celular
(Freitas-Silva et al., 2016).

Quadro 2 - Aspectos clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais dos pacientes

Caracteristicas da leséo
A Sexo/ = A R
Procedéncia ldade Ocupacéo Forma No. de Diametro da| Tempo Localizacao PD PCR
clinica Lesdes Lesdo cm?® | Evolugédo da lesédo
Pacientel
Tabuleiro de Manjop- . Ulcero- 2x2
Cruz de Rebougas- M- 30 Jardineiro crostosa 02 1,0x0,5 4 meses |BragcosDeE + +
Igarassu —PE
Paciente 2 Motorista Ulcero-
Sitio Ta_mbor- Trés M-58 Aposentado crostosa 01 3x3 2 meses Pescogo + +
Ladeiras - PE
Paciente 3 F12
Sitio Tambor- Trés Estudante Ulcerada 01 1,5x1,5 3 semanas Perna E + +
Ladeiras - PE
Paciente 4 3x3
Sitio Tambor- Trés F-54 Do Lar Ulcerada 03 1,5x1,5 3 meses Perna E + +
Ladeiras - PE 1,5x1,0
Paciente 5 1 més e 15
Sitio Caetés — F-20 Do Lar Ulcerada 01 1,5x1,5 dias Antebraco E NR +
Igarassu - PE
Paciente 6 Agricultora
Sitio Tambor- Trés F-70 9 Ulcerada 01 1,0x0,5 1 més Dedo do pé D|
X Aposentada — +
Ladeiras - PE
Paciente 7
Vila Jarapia-Trés F-29 Do Lar Ulcerada 01 0,5x0,5 1 més Dedo do Pé E _ +
Ladeiras - PE

Nota: M — Masculino. F- Feminino. D — Direito. E — Esquerdo. PD — Pesquisa direta. PCR — Reacéo
em Cadeia de Polimerase. NR — Nao Realizado.
5.4 Obtencao de células mononucleadas de sangue periférico:

O sangue coletado foi diluido a 1:1 (v/v) com meio do Instituto Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 (pH 7,2); depositado na solucdo gradiente Ficoll-
paque PLUS (GE) e centrifugado por 35 min a 400 x g. Em seguida, foi isolada a
camada de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e as células foram
lavadas duas vezes com RPMI 1640 (pH 7,2) por centrifugagéo a 300 x g durante 10
min. As células foram ressuspensas em RPMI 1640 contendo 2 mM de L-glutamina,
50 mg/L de sulfato de gentamicina, suplementado com 10% de soro bovino fetal

(ambos os reagentes Cultilab, Brasil).

5.5 Cultivo Celular:
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As células ressuspensas (conforme item 5.4) foram contadas e a sua
concentracdo ajustada para 10° células/mL antes da cultura. 2 x 10° PBMCs foram
depositadas em placas de 96 pocos de fundo em U (BD Falcon, USA) e foram
estimuladas individualmente com 15 ug/mL de um pool formado por 10 peptideos
originados do trabalho de Freitas-Silva et al., 2016. Foram realizadas triplicatas para
0 “pool” testado. As placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO2 por 24h, 48h e
72h, para dosagem de sobrenadante, e 72h para marcacdo com anticorpos (ver
item 5.6.2). Depois deste periodo, as placas foram centrifugadas por 10 min a 400 x
g e o sobrenadante foi coletado e estocado a -80°C para quantificacdo das citocinas
IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-y pelo método de ELISA (kit Invitrogen — Thermo Fischer
Scientific) seguindo as instrucées do fabricante. A leitura das absorbéancias foi feita

em leitora de placa Multiskan (Thermo Fischer) utilizando o filtro de 450nm.

5.6 Ensaio de citometria de fluxo

5.6.1 Anticorpos monoclonais utilizados na marcagao de citometria:

Os anticorpos monoclonais usados nesse estudo foram provenientes do
fabricante Becton Dickinson (BD) e estao descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Marcadores distribuidos quanto aos seus respectivos painéis e fluoréforos

ANTICORPOS MONOCLONAIS USADOS

Marcador Fluocromo Clone
Anti-CD3 APC-Cy7 SK7
Anti-CD4 FITC SK3
Anti-CD8 APC RPA-T8
Anti-CD45RA PE-Cy7 HI100
Anti-CD62L PE TWAJ
Anti-TBET PECF594 04-46
Anti-RORYT Bv421 Q21-559

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.
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5.6.2 Marcacgdo in vitro de linfocitos T com anticorpos monoclonais:

Para determinacéo das populacdes de células T CD4", CD8", reguladoras, de
memo©ria e seus subtipos, apos cultura, as células foram suspensas em PBS-Wash e
marcadas com os anticorpos de superficie anti-CD3, CD4, CD8 e CD45RA, (ver
tabelas 3 e 4) e por 1h a 4°C. Em seguida as células foram processadas com base
no protocolo do “Transcription Factor Buffer Set” da BD Pharmigen (San Diego, CA)
e marcadas com os anticorpos intracelulares anti- Thet e RORyYT (30 minutos,TA, ao
abrigo da luz). Depois disso, as células foram lavadas 2x com tampé&o do kit, por fim,
ressupensas em paraformaldeido para realizacdo da leitura em citometro de fluxo.
Foram adquiridos 100 mil eventos por amostra em citdmetro de fluxo (FACSARIA llI-
BD Bioscience) usando o software “DiVa” (BD Bioscience) para aquisi¢ao dos dados
e para analise o software FlowJo 10.1 (®Tree Star Inc.). Os marcadores estudados e

seus fendtipos estdo descritos nas tabelas 3 e 4.

Tabela 4 - Relacao entre os fendtipos estudados e os marcadores atribuidos a cada fenétipo de
Células T.

Resumo dos fendtipos celulares investigados

Marcadores Marcadores
Fenétipo celular  condicionais para Fenotipo celular  condicionais para
o fenétipo o fenétipo
Linfocitos T CD3+ Linfécitos Thl CD4+ TBET+
Linfécitos Th CD3+ CD4+ Linfécitos Th17 CD4+ RORyT+
Linfocitos T CD3+ CD8+ Linfécitos TEM ~ CD45RA- CD62L-
citotoxicos
Linfocitos T naive CD45RA+ Linfocitos TCM CD45RA- CD62L+
Linfécitos Tm CD45RA-

Fonte: elaborado pelo autor, 2020.
Nota: Linfocito Th — Linfécito T auxiliar; Linfécito Thl — Linfécito Th tipo 1;; Linfécito Th17 — Linfécito
Th tipo 17; Linfdcito Treg — Linfocito Tregulador; Linfocito Tm — Linfécito T de memdria; Linfocito TEM

— Linfécito T de memoéria efetor; Linfécito TCM — Linfécito T de meméria central;
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5.6.3 Estratégia de andlise na citometria de fluxo:

Para descriminacdo das diferentes populag¢des de linfocitos estudadas neste
trabalho, foi aplicado o seguinte racional: 1- as células foram delimitadas como
linfécitos de acordo com seu padrdo de tamanho e granulosidade caracteristicos
(Figura 13A), sendo criado um “gate” (regido) para isolar essa populacéo; 2 — Desse
“‘gate” foi realizada a separacdo das “singlets” (singles cells/evento Unico) de
possiveis “doublets” (aglomerado de células) também observando o padrédo de
tamanho e granulosidade caracteristicos (Figura 13 B e C); 3 — Dos “singlets” foi
determinada a populacdo de linfocitos T a partir da expressédo positiva de CD3
(Figura 13 D); 4 — Da populacado de linfécitos T foram determinadas as populagfes
de linfécitos T CD4 (Figura 13 E) e de linfécitos T CD8 (Figura 13 F); 5 —
Separadamente, de ambas as populacdes de linfécitos T CD4 e T CD8, foi
delimitada a populacdo negativa para expressdo de CD45RA (Figura 13 G),
caracterizando a populacdo de linfécitos T de memoéria; 6 — Da populacdo de
linfécitos T de memoria, foram delimitadas as populagbes de linfécitos TCM
(CD62L+) e TEM (CD62L-) pela expressdao de CD62L (Figura 13 H); 7 — Ainda das
populacdes de linfocitos T CD4 e T CDS8, foi delimitado as populacdes positivas para
expressdo de Tbet (Figura 13 I) e RORgT (Figura 13 J). As delimitacdes dos
guadrantes foram baseadas na utilizacdo de controles de fluorescéncia menos um

(FMO, do inglés “fluorescence minus one”).

Para determinar os perfis celulares de linfécitos T auxiliares/citotoxicos
tipo 1 (Thl) e tipo 17 (Th17):

Thi: CD3" CD4"/CD8" Thet”
Th17: CD3" CD4'/CD8* RORgT"

Para determinar os perfis celulares de linfocitos T de memoria central
(TCM) e de memoria efetora (TEM):

TCM: CD3" CD4"/CD8" CD45RA™ CD62L"
TEM: CD3" CD4'/CD8" CD45RA CD62L"
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Figura 13 - Estratégia de analise empregada para o painel de marcadores fenotipicos

A B c
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7 w (7]
(] w ]
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D <03 cD3+ E D4 CDde F o6 coge G CD4SRA- CD4SRAS
"8 2 e 845 842 *8 24 ns
CD3 APC-H7 CD4 FITC CD8 APC CD45RA PE-Cy7
H 32 s I b J = e
—
CD62L PE Thet PECF594 RORgT BV421

Nota: Representacdo da estratégia de analise empregadas de acordo com 0s marcadores usados ho
painel 1. Em “A” Dotplot de tamanho por granulosidade (FSC-A/SSC-A) delimitando populacéo
linfocitaria; em “B” dotplot Single cells considerando a granulosidade (SSC-H, SSC-W) derivada de
“A”; em “C” dotplot Single cells considerando o tamanho (FSC-H, FSC-W) derivada de “B”; em “D”
histograma delimitando populag&o positiva para o marcador CD3" (APC-H7) derivado de “C”; em “E”
histograma delimitando populacdes quanto ao marcador CD4" (FITC) derivado da populacéo positiva
em “D”; em “F” histograma representando populacdo CD8" (APC) derivado da populacéo positiva em
“D”; em “G” histograma representando populagao CD4+ ou/e CD8+ expressando CD45RA (PE-Cy7)
derivado das populacgdes positivas em “E” para CD4+ e “F” para CD8+; em “H” histograma
representando populacdo CD45RA- expressando CD62L (PE) derivado de “G”; em “I” histograma
representando populacédo CD4+ e/ou CD8+ expressando TBET (PECF594) derivado das populacdes
positivas em “E” para CD4+ e “F” para CD8+; em “J” histograma representando populacdo CD4+ e/ou
CD8+ expressando RORyYT (BV421) derivado das populagdes positivas em “E” para CD4+ e “F” para
CD8+.

5.7 Anélise estatistica:



Silva, A.A. 58

A andlise estatistica foi realizada através dos softwares SPSS 8.0 e GraphPad
Prisma 5.1, empregando-se testes paramétricos e/ou ndo paramétricos de acordo
com a distribuicdo da normalidade, utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Para as
analises entre os grupos (Paciente x Controles) foi utilizado o teste T (paramétrico) e
Mann-Whitney (n&o-paramétrico). Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de
significancia de 5% (p<0,05 = estatisticamente significativos).
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6 RESULTADOS

6.1 Fenotipagem por citometria de fluxo

Os resultados a seguir correspondem a analise de células PBMC de individuos
controle (CT) e pacientes com lesdo ativa (AT), marcadas ap0s cultura de 72h, frente
ao estimulo com “pool” de 10 peptideos (p10) derivados do trabalho anterior de
Freitas-Silva et al. 2016. Todos os valores de porcentagem média de células, desvio
padrao e valor de p significativo correspondentes estao registrados nas tabelas 3 e

4 ao final dessa sesséo.
= Perfil de linfocitos T expressando os marcadores RORQT e Thet:

O percentual de linfocitos T CD4" foi significativamente maior no grupo AT
quando comparado ao grupo CT, em ambos os estimulos SE e P10 (Figura 14A).
Foi observado também diferenca significativamente maior no percentual de linfcitos
T CD8" no grupo AT quando comparado ao grupo CT, em ambos os estimulos SE e
P10. (Figura 14B). Contudo, ndo observamos diferenca significativa importante no
estimulo com p10, em relacdo ao controle. Nao houve diferengca nas comparagdes
intragrupo (ATXAT e CTxCT).

Ao se observar as populacdes de linfécitos T CD4" e T CD8" expressando
Tbhet, em ambas as populacdes, se observou diferencga significativamente maior do
grupo AT em comparacdo ao grupo CT (Figura 15A e B). Essa diferenca foi
observada em ambos os estimulos SE e pl0. Apesar disso, ndo observou-se
diferenca na expressao de T-bet entre as amostras SE e pl0 em nenhuma das
populacdes de T CD4" e T CD8". N&o houve diferenca nas comparagdes intragrupo
(ATXAT e CTxCT).
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Figura 14 - Percentual de células T CD4+ e T CD8+ de pacientes e individuos controle apds

estimulo.
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Nota: Gréafico comparativo da porcentagem da populagéo de células T CD4+ (células T auxiliares) e T
CD8+ de paciente X individuos controle apés cultura frente aos estimulos com “pool” peptidicol.
Legenda: CT = grupo controle; AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estimulo;
p10 = Pool de 10 epitopos peptidicos derivados do proteoma de L. braziliensis. * p =0,0001 ; **p =

0,0006; “p =0,0071; ° ° p = 0,0198.

Figura 15 - Percentual de células T CD4+ e T CD8+ expressando Thet de pacientes e individuos
controle apoés estimulo.
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Nota: Gréafico comparativo da porcentagem da populacéo de células T CD4+ expressando Thbet (Th1)
e células T CD8+ expressando Thet (Tcl) de controle X paciente ap6s cultura frente aos estimulos

com “pool” peptidico.
Legenda: CT = grupo controle; AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estimulo;

pl10 = Pool de 10 epitopos peptidicos derivados do proteoma de L. braziliensis. * p = 0,0023; ** p =
0,0111; °p =0,0012; ° ° p = 0,0019.
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Por sua vez, foi observado nas populaces de linfocitos T CD4" e T CD8"
expressando RORgT, em ambas as populacbes, se observou diferenca
significativamente maior do grupo AT em comparacao ao grupo CT (Figura 16A e
B). Essa diferenca foi observada em ambos os estimulos SE e pl10. Apesar disso,
nao observou-se diferenca na expressédo de RORQT entre as amostras SE e p10 em
nenhuma das populacbes de T CD4" e T CD8". N&do houve diferenca nas

comparacoes intragrupo (ATXAT e CTxCT).

Figura 16 - Percentual de células T CD4+ e T CD8+ expressando RORgT de pacientes e individuos
controle apés estimulo.
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Nota: Grafico comparativo da porcentagem da populacéo de células T CD4+ expressando RORgT
(Th17) e células T CD8+ expressando RORQT (Tcl17) de controle X paciente ap6és cultura frente aos

estimulos com “pool” peptidico.
Legenda: CT = grupo controle; AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estimulo;

pl10 = Pool de 10 epitopos peptidicos derivados do proteoma de L. braziliensis. * p =0,0223 ; *p =
0,0223; “p = 0,0206; °° p = 0,0192.

= Perfil de linfécitos T de memaria e suas subpopulagées TCM e TEM:

A investigacdo da populagdo de linfocitos T CD4" quanto ao estado de
ativacdo e de memoria foi baseada na expressdo de CD45RA. As células foram
consideradas Naives (ndo ativadas) pela expressdo positiva de CD45RA e de
memoria pela expresséo negativa do mesmo marcador. Desse modo, foi observado
que para ambos os linfocitos CD45RA™ e CD45RA™ ndo se apresentou diferenca
significativa entre os grupos AT e CT (Figura 17).  Entretanto, pode ser observada
uma tendéncia de mais células CD45RA™ em AT quando comparado ao CT (Figura
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17A). Consequentemente, foi observada uma menor frequéncia de células CD45RA"
em AT ao comparar com CT (Figura 17B). N&ao houve diferenca nas comparacoes

intragrupo (ATXAT e CTxCT).

Figura 17 - Percentual de células T CD4+ expressando CD45RA em pacientes e individuos controle
apos estimulo.
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Nota: Gréfico comparativo da porcentagem da populacéo de células CD4" expressando o marcador
CD45RA de controle X paciente apds cultura frente aos estimulos com “pool” peptidico e antigeno
total. Em “A” representa a populacéo de células CD4" naives (CD45RA") enquanto em “B” é
representada a populacéo de células T CD4" de meméria (CD45RA).

Legenda: CT = grupo controle; AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estimulo;;

p10 = Pool de 10 epitopos peptidicos derivados do proteoma de L. braziliensis.

Dentro da populacdo de linfocitos T de memoria (CD45RA-) o marcador
CD62L ¢ expresso positivamente em linfocitos TCM (CD62L") e negativamente em
linfocitos TEM (CD62L"). Na populacdo de linfocitos de memoria T CD4" foi
observada diferenta significativamente menor de TCM no grupo AT ao se comparar
com o grupo CT (Figura 18A). Em oposicdo a isso, TEM teve uma frequéncia
significativamente maior em AT ao se comparar com CT (Figura 18B). Essas
diferencas foram observadas em ambos os estimulos. Entretanto n&o houve

diferenca nas comparacoes intragrupo (ATXAT e CTxCT).
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Figura 18 - Percentual de células T CD4+CD45RA- expressando CD62L em pacientes e individuos
controle apés estimulo.
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Nota: Gréafico comparativo da porcentagem da populacédo de células CD4"CD45RA expressando o
marcador CD62L de controle X paciente apés cultura frente aos estimulos com “pool” peptidico e
antigeno total. Em “A” é representada a populagéo de células T CD4" TCM (CD62L"), enquanto em
“B” representa a populagéo de células CD4" TEM (CD62L).

Legenda: CT = grupo controle; AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estimulo;

p10 = Pool de 10 epitopos peptidicos derivados do proteoma de L. braziliensis. * p = 0,0124; ** p =

0,0150; “p = 0,0122; ° ° p = 0,0150.

Semelhante a abordagem na populacdo de células T CD4", a populagéo de
linfécitos T CD8+ foi descrimidada entre Naive e células de memoria de acordo com
a expressao de CD45RA Os linfécitos T CD8+ Naives no grupo AT apresentaram
diferenca significativamente menor ao comparar com o grupo CT (Figura 19 A).
Essa diferenga foi observada no estimulo com p10, entretanto ha uma tendéncia
semelhante em SE embora ndo tenha sido significativo. As células T CD8+ de
memoéria foram significativamente mais frequentes no grupo AT em comparacao a
CT (Figura 19 B). Mais uma vez, essa diferenca so foi observada no estimulo com
pl0, enquanto que em SE ndo chegou ao valor de p significativo. Nao houve

diferenca nas comparagoes intragrupo (ATXAT e CTxCT).
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Figura 19 - Percentual de células T CD8+ expressando CD45RA em pacientes e individuos controle
apos estimulo.
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Nota: Gréafico comparativo da porcentagem da populacéo de células CD4" expressando o marcador
CD45RA de controle X paciente apds cultura frente aos estimulos com “pool” peptidico e antigeno
total. Em “A” representa a populagéo de células CD4" naives (CD45RA") enquanto em “B” é
representada a populacéo de células T CD4" de meméria (CD45RA).

Legenda: CT = grupo controle; AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estimulo;;

p10 = Pool de 10 epitopos peptidicos derivados do proteoma de L. braziliensis. * p = 0,0379; ° p=
0,0379.

De igual forma, a populacdo de células T CD8" de memoria foram
investigadas quanto a frequéncia de TCM e TEM usando o marcador CD62L.
Diferente do observado em T CD4" de memobria, as células T CD8" TCM
apresentaram diferenca significativamente maior no grupo AT em comparacao ao
CT, frente ao estimulo com pl0 (Figura 20 A). Embora que se observa que essa
populacdo no SE tem a mesma tendéncia de maior frequéncia em AT em
comparacdo ao CT. Ao se observar a frequéncia de TEM em linfocitos T CD8", se
observa uma diferenca significativamente menor em AT ao se comparar com CT, no
estimulo com p10 e com a mesma tendéncia em SE (Figura 20 B). Entretanto néo

houve diferenca nas comparacgdes intragrupo (ATXAT e CTxCT).
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Figura 20 - Percentual de células T CD8+CD45RA- expressando CD62L em pacientes e individuos
controle apds estimulo.
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Nota: Gréafico comparativo da porcentagem da populacéo de células CD8"CD45RA ™ expressando o

marcador CD62L de controle X paciente apds cultura frente aos estimulos com “pool” peptidico e

antigeno total. Em “A” representada a populagéo de células T CD8" TCM (CD62L") enquanto em “B
é representa a populacdo de células CD8" TEM (CD62L).
Legenda: CT = grupo controle; AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estimulo;

pl10 = Pool de 10 epitopos peptidicos derivados do proteoma de L. braziliensis. * p = 0,0064; ° p=
0,0064.

6.2 Dosagem de citocinas do sobrenadante de cultura

Sendo assim, os resultados serdo apresentados referentes aos tempos de
48h e 72h de cultura do grupo AT. Para a citocina IL-4, foi observada producdo
apenas no tempo de 48h, em ambos SE e pl0, porém né&o significativo entre eles
(Figura 21). A citocina IL-10 foi detectada em ambos os tempos. Para IL-10, no
grupo SE houve uma reducdo da producdo entre os tempos de 48h e 72h, nao
sendo significativo (Figura 22). Em contrapartida, para essa mesma citocina,
observou um aumento na sua producao entre o tempo de 48h e 72h apds o estimulo
com pl10, ndo sendo significativo (Figura 22). Ja para a citocina IL-2, foi apenas
detectada em 72h no grupo SE, enquanto que apés o estimulo com pl0 néo foi
observada producéo de IL2, sugerindo que houve uma supressao por parte do "pool”
de peptideos (Figura 23). Finalmente, para IFN-y também apenas foi detectada em
72h no grupo SE, enquanto no grupo pl0 houve supressdo da producdo nesse

mesmo tempo (Figura 24).
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Figura 21 - Produgéo da citocina IL-4 pelo grupo AT ap6s 48h de cultivo frente ao estimulos com p10.

IL-4

o
o
3

o
o
1

w
o
1

N
(=]
1

Concentragédo (pg/mL)

-
o
'

0 T
SE P10

Nota: Gréfico representando as médias de concentragéo da citocina IL-4 frente a cada estimulo apds
48h.

Legenda: AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estimulo; p10 = “Pool” de 10
epitopos peptidicos derivados do proteoma de L. braziliensis.

Figura 22 - Producéo da citocina IL-10 pelo grupo AT apos 48h e 72h de cultivo frente ao estimulos
com pl10.
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Nota: Gréfico representando as médias de concentrag&o da citocina IL-10 frente a cada estimulo nos
tempos de 48h e 72h.

Legenda: AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estimulo; p10 = “Pool” de 10
epitopos peptidicos derivados do proteoma de L. braziliensis.
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Figura 23 - Producao da citocina IFN pelo grupo AT apés 72h de cultivo frente ao estimulo com p10.
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Nota: Gréfico representando as médias de concentragéo da citocina IL-2 frente a cada estimulo apds
72h.

Legenda: AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estimulo; p10 = “Pool” de 10
epitopos peptidicos derivados do proteoma de L. braziliensis.

Figura 24 - Producéo da citocina IL-2 pelo grupo AT apds 72h de cultivo frente ao estimulo com p10.
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Nota: Gréfico representando as médias de concentracao da citocina IFN-y frente a cada estimulo
apos 72h.

Legenda: AT = grupo de pacientes antes do tratamento; SE = sem estimulo; p10 = “Pool” de 10
epitopos peptidicos derivados do proteoma de L. braziliensis.
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Tabela 3 - Resumo dos principais resultados referentes aos linfécitos T CD4"

Média célular Média célular Relacao de : V.al.ore.s
- . . . e significativos
Subpopulacé Tipo de / Desvio / Desvio significancia
Marcador y ~ ~ de pem
o de T helper estimulo padrdo de padréo de de AT em ~
~ relagdo ao
AT CT relacdo a CT
controle
. 75,21% 48,76%
Sem estimulo +9.288 +8,657 i 0,0001
T helper CD4+
« ” 75,40% 50,30%
Pool” 10 + 8,463 +7.941 1 0,0006
. 5,29% 1,43%
Sem estimulo +2618 +0,1943 1 0,0023
T helper 1 Thet+
p ” 5,70% 1,34%
Pool” 10 +2.35 +0.2478 T 0,0111
. 17,47% 5,39%
Sem estimulo +11.82 + 2967 1 0,0223
T helper 17 RORgT+
p ” 13,40% 2,56%
Pool” 10 115,60 +1482 1 0,0023
Sem estimulo 65,80% 49,64% X -
+14,02 + 15,47
T Naive CD45RA+
“ » 65,57% 57,40%
Pool” 10 +14,15 +12,84 X -
S tmul 34,20% 50,36% X
em estimulo +14,02 + 1547 -
T de memodria CD45RA-
p ” 34,43% 42,60%
Pool” 10 +14,15 +12,84 X -
. 18,25% 7,194%
e, Sem estimulo ! ’ 1 0,0122
Llnr;o:rlrt]%r':'ade CD45RA- + 9,595 + 2,505
efetor cDe2L- “Pool” 10 17,53% 8,457% 0.0150
+ 8,417 +0,025 1 ’
. 81,76% 92,79%
P Sem estimulo ! : ! 0,0124
Lmr;oecrlrg%r'il'ade CD45RA- +9,6 +2,51
central cbezL+ oo’ 10 82,47% 91,56% 0.0150
+ 8,422 +0,0307 ! ’

Nota: 1 = significativamente maior comparado ao grupo controle com o mesmo estimulo; | =
significativamente menor comparado ao grupo controle com o mesmo estimulo; X = nao significativo.
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Tabela 4 - Resumo dos principais resultados referentes aos linfécitos T CD8"

Valores
Populacéo e Marcador . Média célular Média célular Relacéo de significativos
Subpopulac diagnostico Tipo de / Desvio / Desvio significancia de p em
d laca estimulo padrdo de padréo de de AT em lach
o a populagéo AT CT relacéio a CT relacdo ao
controle
. 22,60% 37,21%
Sem estimulo +9.803 +6.811 l 0,0071
T citotéxico cps*
« » 23,94% 36,09%
Pool” 10 +10.36 +5.081 l 0,0198
. 11,60% 2,36%
Sem estimulo + 6,677 +1.735 1 0,0012
Tc1l Thet+
“ N 15,85% 2,70%
Pool” 10 +8.706 +1131 1 0,0019
, 17,20% 5,59%
Sem estimulo +11.29 +2.346 1 0,0206
Tc17 RORgT+
; Y 18,50% 3,319%
Pool” 10 +14,82 +1,009 1 0,0192
, 11,20% 74,70%
Sem estimulo +12.65 +3,206 X -
T Naive CD45RA+
. y 10,00% 77,60%
Pool” 10 +12.50 +3.306 1 0,0379
. 88,80% 25,30%
Sem estimulo +12.65 +3,209 X -
T de memodria CD45RA-
. y 90,00% 22,40%
Pool” 10 £12.50 +3.310 1 0,0379
Sem estimulo 21,93% 41,20% X -
Lm::,:%;:-ade CD45RA- +13,38 +10,11
efetor CD62L- “Pool” 10 27,42% 47,99% 0.0064
00 + 14,42 +8,039 ! ’
Sem estimulo 72,07% 58,80% X -
Lln;oecr:c(;;il'ade CD45RA- + 13,29 +10,11
central che2L+ Pool” 10 72,57% 52,01% 00064
00 + 14,42 +8,039 1 ’

Nota: 1 = significativamente maior comparado ao grupo controle com o mesmo estimulo; | =
significativamente menor comparado ao grupo controle com o mesmo estimulo; X = ndo significativo.
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7 DISCUSSAO

As leishmanioses configuram um problema que esta longe de ser erradicado,
visto que seu tratamento atual exibe diversos problemas como toxicidade e
resisténcia (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010). Ainda que existam investimentos em
novos farmacos, a toxicidade ainda € uma barreira grande a ser superada. Diante
disso, a vacinacdo é uma medida de controle importante e necessaria, capaz de
prevenir da doenga por parte de individuos saudaveis, como também a reinfec¢céo
de individuos curados. A vacina em si atua como um estimulo imunolégico, sendo
assim o arranjo de células e seus fatores secretados determinam a eficacia da
resposta imune. Logo, nosso conhecimento em imunologia nos direciona para quais
populacdes celulares sao primordiais e sinalizam para uma vacina ideal. Portanto, a
imunofenotipagem € uma ferramenta indispensavel na avaliagdo de moléculas
guanto a seu potencial vacinal. Dentre as tecnologias atuais que auxiliam nessa
investigacdo, a citometria de fluxo nos da a possibilidade de avaliar diversos
pardmetros fenotipicos e moleculares (PAPENFUSS, 2017). Desse modo, ao
empregar a citometria de fluxo em nosso trabalho, fomos capazes de investigar o
perfil de células T de memodrias, tdo importantes para prevencdo e resposta

protetora contra a doenca.

Entendendo a importancia do antigeno na composicdo de uma vacina, esse
componente deve ser capaz de interagir com o0s receptores das células
imunolégicas, que por sua vez, ira gerar um tipo de resposta. Sendo assim, esse
antigeno é de extrema importdncia para o sucesso da vacinacdo. Dada a
diversidade de antigenos que podem ser usados, técnicas de triagem mais
elaboradas sdo necessarias para chegar a uma molécula mais confiavel para uso.
Ao levar em conta essas questdes, Nnosso grupo de pesquisa atuou na procura
dessas moléculas potenciais, utilizando ferramentas modernas de bioinformatica
como descrito em Freitas-E-Silva et al., 2016. Ao fim desse trabalho, chegamos em

dez potenciais epitopos peptidicos derivados do proteoma de L. (V.) brazilienses.

Nas investigacdes seguintes, foi observado que existe um grau de proliferagéo
linfocitaria do sangue de pacientes e individuos controle ao estimular com esses
peptideos (FREITAS-E-SILVA et al., 2020, 2016). Esses dados nos incentivaram a

procurar definir que tipo celular esta presente nessa resposta ao nosso estimulo.
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Entretanto, foi observado também que esses peptideos quando usados
isoladamente ndo demonstram uma inducéo téo forte das populacdes de interesse.
Esse fato pode ser explicado por uma caracteristica dos préprios linfocitos T, que
dependem da quantidade e tempo suficiente de apresentacdo da molécula para
entdo responderem de forma eficaz (ZINKERNAGEL, 2000). Essa particularidade
dos linfocitos T nos levou a empregar esses dez peptideos em forma de “Pool”, para
assim atender as necessidades de inducédo. Contudo, ndo foi observada diferenca
em ambos 0S grupos, paciente e controle, quando estimulados com esse “pool” ao
se comparar as amostras ndo estimuladas. Possivelmente duas hipéteses podem
explicar esse efeito: a concentracdo dos peptideos néo foi suficiente para gerar uma
resposta celular e/ou a interacdo entre alguns peptideos podem ter

anulado/antagonizado o efeito de outros.

Os resultados provenientes desse estudo demonstram que, houve um aumento
significativo da populacdo T CD4+ em pacientes com lesdo ativa, quando
comparados ao controle. Essas células sdo desejadas, uma vez que sao
importantes produtoras citocinas que atuam na maturagdo, ativacdo e
direcionamento de diversas células efetoras que combatem a doenca (IBORRA et
al., 2018; ROSSI; FASEL, 2018). Em contrapartida, houve uma reducéo significativa
de T CD8" em pacientes, quando comparado ao controle, nas amostras SE e
estimuladas com p10. O baixo nivel de células T CD8" no sangue de pacientes pode
ser explicado pelo fato de que, a maioria dessas células citotoxicas migram para a
area da lesdo (F. Conceicdo-Silva et. al., 1990; A.M. Da-Cruz, A.L. Bertho, M.P.
Oliveira-Neto and S.G. Coutinho, 2005).

Houve um aumento significativo da expressédo de Thet em células T CD4+ e T
CD8+ em pacientes quando comparado ao controle em todos os estimulos. O Thet é
um fator de transcricdo conhecido responsavel por polarizar a diferenciacdo de
linfécitos T CD4" para o tipo Thl (O’GARRA; GABRYSOVA, 2016; SZABO et al.,
2000). Entretanto, vem sendo observado que esse fator de transcricdo pode
desempenhar papel importante em células T CD8+, como demonstrado em estudo
com camundongos infectados com T. cruzi (COBB et al., 2009). Ainda sim, pouco se
sabe sobre essa relacdo do T-bet associado a linfocitos T CD8+, tdo pouco o papel

dessa populacdo especifica relacionada a leishmaniose tegumentar em humanos.
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Em infeccdes virais e doencas inflamatérias como miosite, T CD8 Thet" reprimiu a
expressdo de fatores inibitérios como PD-1, gerando uma resposta satisfatoria. Em
contrapartida, a exaustao desse subtipo foi associada a persisténcia da inflamacao
em ambos os casos (DZANGUE-TCHOUPOU et al., 2019; KAO et al., 2011). Desse
modo, um perfil Thl, secretor de citocinas proinflamatérias, em conjunto com um

perfil Tcl poderiam garantir uma resposta mais eficiente contra LTA.

Os dados encontrados mostraram que ha um aumento significativo na expressao
de RORYT em células T CD4+ e T CD8+ em pacientes quando comparado ao
controle em todos os estimulos. Da mesma forma, o fator de transcricdo RORYT é
responsavel principalmente pela diferenciacédo de linfécitos T auxiliares para o perfil
Th17 (IVANOV et al., 2006). Embora, recentemente tém sido mostradas células T
CD8 expressando esse marcador em algumas doencas inflamatdrias (CHELLAPPA
et al., 2017; HUBER et al., 2009). Esse dado é interessante principalmente quando
nao ha informacdes da relacdo dessa populacdo T CD8+ expressando RORYT no
universo da leishmaniose tegumentar. Essas células parecem manter sua atividade
préinflamatéria como produtora de citocinas, principalmente IL-17, mas sua
capacidade de gerar e liberar granzimas é suprimida (CHELLAPPA et al., 2017).
Para a abordagem da LTA pode ser interessante, pois previne um ambiente

inflamatério exarcerbado, ndo deixando de atuar no combate ao parasita.

E observada a reducéo significativa de células T Naive em CD8+ de pacientes
quando comparado ao controle. Esse efeito € esperado uma vez que ao decorrer da
infeccdo se pressupde que existe um grau de ativacdo no curso da resposta
imunoldgica, caracterizado pela reducdo da expressdo do marcador CD45RA
(RODRIGUEZ-PEREA et al., 2016). Diferentemente, foi observado que a populagéo
de células T Naives CD4+ se mostra maior em pacientes quando comparado ao
controle em todos os estimulos, embora nao significativo. Normalmente é observado
em outras doencgas parasitérias que o percentual de células T CD4 naives fica na
faixa de 50% ou superior (SALLUSTO F. et al., 1999; HAILU A, et al, 2005). Esse
fato curioso parece sinalizar que as células T CD8+ s&o mais ativas no processo
relacionado a memoria durante a infecgcdo por L. braziliensis na LTA, sendo
necessario uma maior investigacdo dessa dindmica populacional de memdria entre

T CD4+ e T CD8+. Em geral, as células de memoria conseguem persistir por mais
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tempo, mesmo sem a presenca do antigeno, e sdo capazes de responder
rapidamente caso ocorra uma reinfeccdo (MARTIN; BADOVINAC, 2018; SAMJI,
KHANNA, 2017). Esse aspecto € muito desejado numa estratégia vacinal, portanto é

essencial que esse tipo celular esteja presente.

Quando observado a participacdo das subpopulacdes de linfécitos T de memdéria
nessas populagées, observamos que as células TEM séo significativamente maior
na populacdo T CD4+ de pacientes quando comparado ao controle, apds o estimulo.
Na LTA é observado que essa populacdo TEM CD4+ se encontra em alta
densidade, tanto em PBMC quanto na area da lesdo, em pacientes com lesdo ativa
(MENDES-AGUIAR et al., 2016). Em outras doencas parasitarias como a malaria, o
perfil TEM esta associado a uma resposta protetiva com inducdo de INF-y
(COCKBURN IA, ZAVALA, 2007; JANGPATARAPONGSA K. et al., 2006;
F.HOSSEIN KESHAVARZ VALIAN, 2012).

Enquanto isso, a populacdo TEM CD8+ demonstrou ser mais reduzida em
nossos resultados. Essa reducdo das TEM na populacdo CD8+ pode estar
relacionado a um aumento na acgéo citotoxica. Esse aumento na funcao efetora pode
estar levando ao aumento da apoptose nessa populacédo (BERTHO AL et al, 2000;
MENDES-AGUIAR et al., 2016). Notavelmente, a populacdo T CD8+ tem uma maior
polarizacdo de células TCM em pacientes quando comparado ao controle saudavel
apos estimulo. A populacdo de células TCM sédo fundamentais para a manutencao
da populacdo TEM. Por persistirem longos periodos de tempo, em um segundo
contato com um antigeno, as TCM tem a capacidade de expandir e se diferenciarem
rapidamente em TEM, contribuindo assim para uma resposta rapida e efetora em
caso de reinfeccéo (ZAPH et al., 2004; SHIN, IWASAKI, 2013).

Em nosso estudo, as citocinas investigadas n&o apresentaram resultados
significativos entre os estimulos. Entretanto, houve uma tendéncia de aumento na
produgédo de citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10) na presenca do “pool” de
peptideos, enquanto que para citocinas pré-inflamatérias (IL-2 e IFN-y) houve uma
reducdo, quando comparado ao SE. Esse efeito pode indicar que, em pacientes
com lesdo ativa, esses peptideos poderiam promover uma resposta mais
balanceada (ROSSI; FASEL, 2018).
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Neste presente trabalho, embora o estimulo com os peptideos ndo demonstrasse
sucesso, a abordagem imunofenotipica foi capaz de sinalizar alguns dos principais
fendtipos celulares desejados para o combate a LTA. Além disso, outros perfis ainda
nao vistos no contexto da LTA, como células T CD8+ expressando T-bet e RORyT,
foram observados. Esses dados novos podem contribuir para investigagdes futuras
de outras moléculas, como também sinalizar a importancia desses perfis pouco
estudados. Vale ressaltar que, por essas moléculas serem inéditas, talvez outras
concentracbes de estimulo pudessem gerar resultados mais satisfatérios, sendo
essa outra limitacdo desse trabalho. Além disso, outros grupos de pacientes como
pés-tratamento, durante o tratamento e cura espontanea, poderiam prover mais
resultados relacionados aos perfis de memdéria. Ademais, os resultados encontrados
em nosso estudo ajudam a elucida alguns dos aspectos envolvidos na LTA,
principalmente relacionado aos fendétipos ainda ndo abordados nesse campo. De
fato, os peptideos usados necessitam de mais investigacdes que possam contribuir

para o desenvolvimento de uma medida profilatica para a LTA.
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8 CONCLUSAO

e A populacio de linfocitos T CD4" foi significativamente maior em pacientes
com LTA, quando comparado aos individuos controles.

e A populacéo de células T CD8" teve uma reducéo significativa em pacientes
com LTA, quando comparado aos individuos controles. Podendo indicar um
controle maior da populacéo citotéxica, de modo a prevenir a exarcebacéo da
resposta inflamatoria.

e Ambas as populacgdes de células T CD4" e T CD8" expressaram
significativamente o marcador T-bet em pacientes com LTA apds o estimulo,
indicando um potencial de gerar citocinas pro-inflamatérias de resposta a
infeccéo;

e O marcador RORQT foi expresso de forma significativa em ambas as
populacgdes de linfocitos T CD4" e T CD8" em pacientes com LTA, apds o
estimulo. Esse marcador em ambas as populacdes esta relacionado a
producao de citocinas pré-inflamatérias como IL-17 e IL-6;

e Na populacdo T CD4" houve uma maior prevaléncia de células TEM enquanto
que as células TCM foram encontradas em menor nUmero em pacientes
quando comparado a individuos saudaveis. Isso pode sinalizar que as células
T CD4" de memodria pode se destacar mais na funcéo efetora durante a
infeccéo por LTA;

e Na populacdo T CD8+ as células TCM foram mais abundantes que as TEM,
em pacientes com LTA ao se comparar com individuos saudaveis. Esse efeito
pode sinalizar que na LTA as células T CD8" de memoéria tem a tendéncia de
gerar uma resposta de memaria mais duradoura.

e O pool de peptideos usado nesse estudo néo foi capaz de gerar diferencas na
inducao de populacdes celulares quando comparada a amostras sem
estimulo;

¢ Na&o houve producéao significativa das citocinas investigadas no sobrenadante
de PBMCs de pacientes ap0s o estimulo com o Pool, quando comparado ao
nao estimulado.
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Background: A safe and effective vaccine against human leishmaniasis still requires the
identification of better antigens for immunization and adequate models to evaluate the
immune response. To support vaccine development, this work tested the immunogenicity
of 10 different peptides derived from the proteome of Lelshmania braziliensis, which were
selected by their in silico affinity to MHC complexes,

Research design and Methods: Comparative cell proliferation assays were performed
by culturing, in the presence of each peptide, PBMC cells from subclinical subjects
(SC), cutaneous leishmaniasis patients with active disease (AD), post-treatment (PT)
individuals, and healthy controls. Culture supernatants were then used for Th1, Th2, and
Th17 cytokine measurements. Cells from selected PT samples were also used to assess
the expression, by T cells, of the T-bet Th1 transcription factor.

Results: A robust cell proliferation was observed for the SC group, for all the tested
peptides. The levels of Th1 cytokines were peptide-dependent and had substantial
variations between groups, where, for instance, IFN-y and TNF levels were some of
the highest, particularly on PT cultures, when compared to IL-2. On the other hand,
Th2 cytokines displayed much less variation. IL-6 was the most abundant among all the
evaluated cytokines while IL-4 and IL-10 could be found at much lower concentrations.
IL-17 was also detected with variations in SC and AD groups, T-bet was up-regulated in
CD4~ and CD8* T cells from the PT group after stimulation with all peptides.
Conclusions: The peptide epitopes can differentially stimulate cells from SC, AD, and
PT individuals, leading to distinct immune responses.
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RESUMO: As leishmanioses sdo um grupo
de doencas negligenciadas, causadas
por protozoarios do género Leishmania,
transmitidos pela picada de flebotomineos
infectados. O tratamento utiliza drogas que
apresentam algumas limitagées, com relatos de
resisténcia dos parasitas. A vacinagao, que vem
como uma proposta promissora para o controle
da doenca, deve promover a correta ativagao e
geragdo de memaria imunoldgica, e necessita
da apresentacdo de um antigeno ideal por
células dendriticas (DCs). Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi analisar in vitro, a
imunogenicidade de DCs murinas estimuladas
com peptideos derivados de proteinas de
Leishmania (Viannia) braziliensis. Para a
producdo das DCs, foram isoladas células de
medula 6ssea (MO) de camundongos BALB/c.
As células foram estimuladas com os peptideos
por 24h e 48h. Apos esse periodo, as células
foram marcadas com anticorpos monoclonais:
anti-CD11c, anti-CD40, anti-MHC | e anti-MHC
I, conjugados a fluorocromos, para analise por
citometria de fluxo. Os resultados preliminares
das analises demonstraram expressdo de
todos os marcadores nos intervalos de tempo
testados, e & observada uma forte reduc@o na
expressdo do CD11c, quando comparado ao
grupo controle nao estimulado. Estes resultados
sdo promissores para futuros estudos de
desenvolvimento de uma vacina eficaz no
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controle das leishmanioses.
PALAVRAS-CHAVE: Vacina; Leishmaniose; Epitopos peptidicos.

ABSTRACT: Leishmaniasis is a group of neglected diseases caused by protozoans of
the genus Leishmania and transmitted by the bite of infected sandflies. The drugs used
for the treatment present some limitations, with reports of resistance of the parasite.
Vaccination comes as a promising proposal to control the disease. It should be able
to promote a proper activation and generation of immunological memory, requiring the
presentation of an ideal antigen by dendritic cells (DCs). In this sense, the objective of
this work was to analyze, in vitro, the immunogenicity of murine DCs stimulated with
peptides derived from Leishmania (Viannia) braziliensis proteins. For the production
of the DCs, bone marrow (BM) cells were isolated from BALB/c mice. These cells
were stimulated with the peptides for 24h and 48h. After this period, the cells were
labeled with monoclonal antibodies: anti-CD11¢, anti-CD40, anti-MHC |, anti-MHC II,
conjugated to fluorochromes, for flow cytometric analysis. Preliminary results have
demonstrated expression of all markers at the time intervals which were tested and a
strong reduction at the CD11c expression was observed when compared to the non-
stimulated control group. These results are promising for future studies regarding the
development of an effective vaccine to control the leishmaniases.

KEYWORDS: Vaccine; Leishmaniasis; Peptide epitopes.

11 INTRODUCAO

As leishmanioses representam um grupo de doencas tropicais negligenciadas
(DTNs) presentes em cerca de 98 paises, com relatos de aproximadamente 2 milhdes
de novos casos de pessoas infectadas por ano (WHO, 2015). Os agentes etiologicos
responsaveis por essas doencas sao protozoarios do género Leishmania e sua
transmissdo ocorre no momento em que fémeas de fleb6tomos infectadas realizam
repasto sanguineo e injetam os protozoarios no hospedeiro vertebrado (MURRAY et
al., 2005; WHO, 2015). A leishmaniose pode apresentar as manifestagoes clinicas
tegumentar (LT), mucocutéanea (LMC) e a visceral (LV) (CARVALHO et al., 2012).

No tratamento, as drogas de primeira escolha sdao os antimoniais, , porém,
sdo limitados por serem caros, altamente toxicos e requerem repetidas doses para
atingir a concentracdo ideal de tratamento (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010). Outro
fator limitante & a resisténcia ao tratamento pelo parasita (MEHEUS et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2011). Neste contexto, uma vacina segura e eficiente se mostra uma
opcéao de controle viavel, uma vez que ela seria capaz de ativar corretamente o
sistema imunolégico e induzir resposta memoria imunologicas adequadas. As células
dendriticas (DCs) sao as principais apresentadoras de antigenos e sua ativacao e
espécie especifica (GHOSH; BANDYOPADHYAY, 2004). Foi visto que a infeccao por
Leishmania (Viannia) braziliensis (L. (V.) braziliensis) esta relacionada com a ativacao
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das DCs e consequente ativacdo de linfocitos T efetores e a inducéo de uma resposta
imune protetora (VARGAS-INCHAUSTEGUI, D. A.; XIN, L.; SOONG, 2008).

Ademais, fracdes antigénicas derivadas de outras espécies de Leishmania sao
capazes de induzir a ativagdo de DCs, estimulando a expressao de moléculas de MHC
de classe Il e moléculas co-estimulatorias (MASIC et al. 2012).

2| LEISHMANIA: CICLO DE VIDA E MANIFESTAGCOES CLINICAS

Existem pouco mais de 20 espécies de Leishmania capazes de causar a doenca
em humanos (BEAUMIER et al., 2013). Os principais vetores de transmissao do
parasita no Velho e Novo Mundo sao flebotomineos do género Phlebotomus spp. e
Lutzomyia spp., respectivamente (KILLICK-KENDRICK, 1999). Dentro desse ciclo
complexo, também existem as chamadas espécies reservatorios naturais que sao
importantes no efeito de distribui¢cdo da carga parasitaria em areas silvestres.

O parasita pode se apresentar basicamente sob duas fases evolutivas: a
promastigota e a amastigota. As formas promastigotas sao flageladas, tem alto
potencial infectivo e sédo transmitidas durante a picada do flebotomineo infectado,
onde sao regurgitadas (DOSTALOVA: VOLF 2012). No hospedeiro, as formas
promastigotas apds serem fagocitadas, transformam-se em amastigotas. As formas
amastigotas se multiplicam através de divisao binaria e devido ao grande nimero de
parasitas que podem proliferar no interior das células, provocam o seu rompimento e
entdo sdo capazes de infectar novas células adjacentes. O ciclo se completa quando o
flebotomineo realiza o repasto sanguineo, captando células infectadas para o interior
de seu trato digestivo, reiniciando o ciclo (WHEELER; GLUENZ; GULL, 2011).

As leishmanioses possuem uma variedade de apresentacoes clinicas, desde
formas tegumentares que podem acometer pele € mucosas, até formas viscerais
potencialmente fatais se ndo tratadas (CARVALHO et al., 2012). Estima-se que ocorram
0,2 — 0,4 milhées de casos de LV e 0,7 — 1,2 milhdes de casos de LT (ALVAR et al.,
2012), e que provoque de 20 a 30 mil 6bitos (WHO, 2015).

A forma cutanea ou tegumentar (LT) das leishmanioses € considerada a forma
mais branda da doenga e apresenta ampla distribuicdo em paises e territorios do
Velho e Novo Mundo (DAVID; CRAFT, 2009). A les@o se manifesta como uma Ulcera ou
nadulo Gnico proximo ou na regido de picada do flebotomineo podendo se disseminar
para areas diferentes do corpo ou pode ser subclinica, (K. J. GOLLOB, 2008).

A LMC é uma manifestacao clinica que causa grandes desfiguragdes e impactos
psicossociais importantes, além dos danos provocados a saide. A LMC é resultado
da destruicdo cronica e progressiva de tecidos do nariz, boca, oro e naso-faringe e
palpebras. A doenca pode progredir afetando a funcéo respiratoria e dificultar a nutricao
do individuo acometido (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Desta maneira, infeccdes
secundarias decorrentes de ma nutricao levam muitos dos individuos acometidos pela
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doenca a dbito.

A LV ou Kala-azar & a forma mais letal, uma vez que é caracterizada por
importantes danos viscerais, podendolevar o individuo a 6bito. A disseminacdo dos
parasitas do local de infec¢ao para os fagocitos do sistema reticulo endotelial leva
ao acometimento do baco, figado e, destacando-se, a medula 6ssea, sendo essa a
grande caracteristica da LV. A consequéncia deste tipo de proliferagdo dos parasitas
€ a hepatoesplenomegalia, além de uma supressao das fungdes da medula ossea
(EVANS; KEDZIERSKI, 2012; JAIN; JAIN, 2015).

3| MEDIDAS DE CONTROLE PARA AS LEISHMANIOSES

Uma das grandes barreiras existentes para o controle da leishmaniose ¢ a falta
de uma vacina eficaz e universalmente aceita, principalmente pelas dificuldades
encontradas na sua produgéo. O que tem sido aplicado como estratégias de controle
dessasdoencas sao:odiagnostico, aquimioterapiacom antimoniais e, preventivamente,
o controle de vetores. (KOBETS; GREKOV; LIPOLDOVA, 2012).

O diagnéstico € realizado por meio de uma associagado de técnicas laboratoriais,
para entédo se chegar a um diagnostico seguro da doenca. Em grande parte, a pesquisa
de anticorpos anti-Leishmania, a cultura celular de amostras clinicas do individuo ou a
deteccao de material genético do parasita sao as técnicas mais utilizadas (KOBETS;
GREKOV; LIPOLDOVA, 2012). Contudo, necessitam de técnicas auxiliares para dar
uma maior margem de seguranga no diagnostico. Os principais exemplos dessas
técnicas auxiliares envolvem PCR ou suas variantes e a citometria de fluxo (OLIVEIRA
et al., 2013; POURABBAS et al., 2013; SILVA et al., 2013).

O tratamento ocorre por meio de drogas nao especificas para a doenga e que
nao possuem seus mecanismos de acaoelucidados completamente (SINGH; KUMAR;
SINGH, 2012). A principal classe de drogas utilizadas ha mais de 70 anos € a dos
antimoniais pentavalentes. A consequéncia disso, aliada ao mau uso, se reflete no
surgimento parasitas resistentes nos Ultimos anos (MEHEUS et al., 2010; OLIVEIRA
et al., 2011). Adicionalmente, os antimoniais apresentam mais limitagées, uma vez que
tem custo elevado, requerem repetidas doses para alcancar um resultado satisfatorio
e estdo frequentemente associados com efeitos adversos importantes (SUNDAR,;
CHAKRAVARTY, 2010).

Outra estratégia preventiva € o controle de vetores e dos reservatorios. Entretanto,
so e efetiva sob determinadas condicoes, o que nao é aplicavel em todos os cenarios
epidemiolégicos, pois ha necessidade de infraestrutura e vigilancia. Devido a todas
as limitacGes apresentadas, sem duvida a necessidade de uma vacina & a principal
alternativa para controlar todas as formas da doenca (COSTA et al., 2011).
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4| MECANISMOS IMUNOLOGICOS ENVOLVIDOS NA INFECCAO

O estabelecimento da infecgdo € em grande parte dependente dos neutrofilos,
que rapidamente fagocitam os parasitas, porém, permitem que eles ganhem acesso
ao interior da célula. Contudo, como mecanismo de evasao, as formas promastigotas
provocam a indugdao da apoptose de neutrofilos (LASKAY; VAN ZANDBERGEN;
SOLBACH, 2003) e com isso, 0s parasitas mascaram sua presenca através da
formacéo de corpos apoptoticos que né@o sdo reconhecidos pelo sistema imune.

As células dendriticas (DCs) dérmicas sé@o capazes de fagocitar os parasitas nas
primeiras horas apos a infeccéo inicial. A populacéo celular dominante 24 horas apos
o inicio da infecgdo é constituida basicamente de macréfagos dérmicos (NG et al.,
2008). Um mecanismo de evasado se manifesta logo apos a fagocitose de neutrofilos
infectados e/ou apoptéticos por DCs no sitio inicial de entrada dos parasitas. Relatos
de estudos recentes demonstram que ha bloqueio da atividade de co-apresentacao de
antigenos pelas DCs (RIBEIRO- GOMES et al., 2015).

No estabelecimento da infec¢ao é também observado o recrutamento de outros
tipos celulares como monadcitos. Os monacitos se diferenciam em células dendriticas,
derivadas de mondcitos (moDCs). Este tipo celular nao necessariamente favorece a
infeccao, podendo também provocar uma resposta imunolégica individual (CHARMOY
et al., 2010). Porém, essas células tem alta atividade fagocitica, que, por sua vez,
favorecem o crescimento e sobrevivéncia dos parasitas em seu interior. Por outro lado,
as moDCs tem a capacidade de induzir uma resposta protetora do tipo Thi através
da produgao de IL-12, citocina crucial neste tipo de resposta, além de expressar altas
quantidades de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade classe Il
(MHC de Classe Il) em sua superficie (DE TREZ et al., 2009).

No universo das leishmanioses, as interacdes complexas entre células do
hospedeiro e moléculas do sistema imunologico modulam a resposta imunologica
(DUTHIE et al., 2012). Os modelos murinos ajudam a compreender o importante papel
das citocinas proé-inflamatorias da via Th1 na resisténcia e das citocinas da via Th2
associadas a susceptibilidade (DE LUCA; MACEDOQ, 2016). Em contrapartida, essa
relagcéo imunologica tem apresentado algumas discordancias quando comparados 0s
modelos murinos e os ensaios clinicos com seres humanos (OLIVEIRA et al., 2014).

Particularmente nas leishmanioses, os fatores de prote¢ao tém sido relacionados
principalmente com a presenca de linfocitos T CD4*com o perfil Th1 produzindo IFN-y,
TNF e IL-12. Essas citocinas sao associados com a ativacao de macréfagos e melhor
controle da carga parasitaria (LOEUILLET et al., 2016). Em contrapartida, o perfil Th2
tem sido relacionado com maior carga parasitaria e inibicao da produgao de oxido
nitrico por macrofagos ativados por IFN-y. Esse fato se deve principalmente pelas
citocinas IL-4, IL- 10 e TGF-B, levando também a uma inibicao da diferenciacao de
linfécitos Th1 (GOMES- SILVA et al., 2007), principalmente por IL-10 (GAUTAM et al.,
2011).
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vivos atenuados ou mortos, como os critérios de seguranca, reprodutibilidade e
padronizagdo das condi¢ées de cultura (DUTHIE et al.,, 2012; MODABBER, 2010).
Neste sentido, alternativas ao uso dessas vacinas foram criadas no sentido de obter
melhores resultados, como por exemplo, o “gene targeting” de genes de viruléncia em
Leishmania spp. Nesta categoria sdo incluidas as vacinas produzidas com organismos
geneticamente modificados, knock-out de genes de viruléncia de Leishmania spp.
(COSTA et al., 2011). O sucesso no uso desses parasitas modificados & devido ao
curto ciclo de vida, suficiente para induzir uma resposta imune especifica, além de ser
capaz de eliminar a infeccao e nao induzir doenca no homem.

As vacinas, baseadas no uso de antigenos recombinantes, se mostram uma
alternativa promissora, fornecem bons resultados e esclarecimentos quanto a
segurancga para uso em humanos e/ou animais. Diante disso, sao feitas investigacoes
da potencial imunogenicidade de antigenos de espécies de Leishmania. Alguns
exemplos dos mais promissores foram: proteina 11 de membrana do kinetoplastideo
(AGALLOU et al., 2014, DE MENDONCA; CYSNE-FINKELSTEIN; MATOS, 2015) e
nucleosideo hidrolase (NICO et al., 2014).

A proposta da imunizacdo genética surgiu como uma alternativa interessante,
visando induzir imunidade especifica em hospedeiros. Nesse tipo vacinal é observado
a capacidade de expressdo seletiva de genes muito proximos a sua conformacao
nativa natural, indugao de resposta imune celular especifica, persisténcia da expressao
do antigeno por um periodo, e, por fim, indugdo de células de meméria para proteger
contra reinfeccao (TANG; DEVIT, JOHNSTON, 1992). Sem davidas, a vacinagao
com DNA tem como importante caracteristica a indugdo conjunta de linfécitos T CD8*
citotéxicos e T CD4* auxiliares e a produgao de anticorpos (DAS; ALI, 2012).

Adicionalmente a isso, a combinacdo de vacinas DNA-proteinas também tem
demonstrado ser uma alternativa promissora, como por exemplo associando diferentes
estratégias para vacinacdao com DNA e com as proteinas KMPII, TRYP, LACK, e
PAPLE22 (TODOLI et al., 2012). Uma vacina de DNA multiantigénica foi desenvolvida
contendo KMPII, TRYP, LACK e GP63 para proteger caes contra LV causada por L.
infantum. Ap6s a imunizagao e o desafio com L. infantum, contudo, nem resposta
celular nem humoral foram detectadas contra os antigenos (RODRIGUEZ-CORTES
et al., 2007).

61 AS CELULAS DENDRITICAS: UM CANDIDATO A VACINA

As células apresentadoras de antigenos (APCs) tem papel fundamental na
resposta imunoldgica, sobretudo contra a leishmaniose. As DC ganham destaque como
uma importante classe de APCs para o sistema imunolégico (LIU; UZONNA, 2010).
A regulagao da atividade das DCs parece ser espécie- especifica, visto que algumas
especies de Leishmania, como a L. majore a L. donovani séo capazes de ativar as DCs
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para expressarem moléculas co- estimulatorias e produzir IL-12 (GHOSH et al., 20086;
WOELBING et al., 2006). Ja a L. (V.) braziliensis esta associada com forte indugdo de
resposta imune, iniciada principalmente pela ativacdo de DCs e consequente ativacao
de linfocitos T efetores (VARGAS-INCHAUSTEGUI, D. A; XIN, L.; SOONG, 2008).

Por essas caracteristicas, diversos trabalhos tém utilizado DCs estimuladas com
antigenos como estratégia no combate a diferentes tipos de doencas infecciosas, além
do cancer (BROWNING, 2013; GARCIiAet al., 2013). Apesar disso, 0 niimero de estudos
referentes ao desenvolvimento e investigacdo de vacinas para a leishmaniose que
utilizam as DCs como modelos celulares carreadores de antigeno € limitado (COSTA
et al., 2011). As DCs sédo derivadas de precursores medulares e sdo encontradas nos
tecidos do organismo em um estado imaturo. Sua ativacao ocorre no momento em
que entraram em contato com antigenos, provocando um amadurecimento, de forma
apassarem a expressar diversos marcadores de superficie, sobretudo MHC de classe
Il e moléculas co-estimulatérias (OLEX et al., 2010).

Ainda falta uma maior compreensao dos fatores que governam 0s mecanismos
de acao das DCs. O que esta bem estabelecido experimentalmente, € que uma das
maneiras pelas quais as DCs agem é por meio da inducao dos diferentes subtipos
efetores de linfacitos T helper (Th) (KLECHEVSKY et al., 2008), sendo os linfocitos
Th1 produtores de INF-y, associados com a resisténcia a infeccdo por Leishmania
(DARRAH et al., 2010). A sinalizacao via Toll Like Receptors (TLR) € uma das
responsaveis por induzir a secrecdo de citocinas pelas DCs, estimulando uma resposta
do tipo Th1 (SOONG, 2008). O DNA CpG atua como uma das moléculas que se ligam
ao TLR-9, e trabalhos realizados por varios grupos de pesquisa demonstraram que a
utilizagao de DNA CpG com parasitas de Leishmania vivos ativam as DCs dérmicas a
produzirem citocinas, especialmente a IL-6 (WENHUI WU, LUISE WEIGAND, 2009).
A IL-6 induz diferentes efeitos, agindo como fator de diferenciacao para linfécitos,
células mesangiais e linfécitos Th17.

Nesse contexto, o desafio no estudo da abordagem de vacinas utilizando DCs
& o encontro de antigenos ideais. Sendo assim, métodos classicos desenvolvidos
anteriormente na area de vacinas foram realizados para essa finalidade. Em
contrapartida, ha uma série de limitagbes desses métodos que dificultam o processo
como um todo. Portanto, métodos modernos de investigacao aplicando ferramentas
de bioinformatica tém sido utilizados para a pesquisa e desenvolvimento de vacinas
(FLOWER, 2013).

7 1 VACINOLOGIA REVERSA: UMA NOVA FORMA DE PENSAR VACINAS

Nos ultimos anos, tém sido crescente o numero de sequéncias gendmicas de
patogenos ao homem e animais registrados em bancos de dados . O facil acesso a
muitas dessas sequéncias permite a escolha racional de antigenos utilizando métodos
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computacionais, ou in sifico. Um grande exemplo disso é a vacinologia reversa (SETTE,
2010).

A vacinologia reversa teve sua primeira aplicagdo no desenvolvimento de uma
vacina contra o meningococo B (MenB), onde foi possivel a identificagcdo de 600
antigenos em potencial, que foram expressos em Escherichia coli e testados com soro
de animais imunizados. Destes, foram identificados 90 novos antigenos que nunca
tinham sido descritos na literatura, onde 29 apresentaram capacidade de induzir
anticorpos capazes de destruir a bactéria in vitro. (GIULIANI et al., 20086).

Ao comparar com a vacinologia classica, que s6 tinha chegado a 5 antigenos
com atividade bactericida (TETTELIN et al., 2000), a vacinologia reversa se mostrou
muito promissora ao fazer a busca no genoma dos parasitas. Além de identificar
antigenos com potencial protetor, ela também permite avaliar o papel biolégico de
novas proteinas nos patégenos (LAUER et al., 2005: MADICO et al., 2006).

A maioria das doencas parasitarias necessitam da imunidade celular com
linfocitos T CD4*e T CD8*, sendo um dos componentes principais para prevengao ou
controle (DUTHIE et al., 2012; SACKS, 2014). Nesse sentido, a vacinologia reversa
€ capaz de identificar epitopos em potencial presentes em proteinas codificadas por
patogenos e que podem ser reconhecidos por linfécitos T CD4*e T CD8* (GROOT et
al., 2009), uma vez que essa metodologia utiliza ferramentas capazes de realizar a
predicao da ligacao de peptideos especificamente as moléculas do MHC.

Nesse contexto, ha diversos trabalhos procurando identificar antigenos de
Leishmania spp. com base em vacinologia reversa. Alguns deles utilizaram métodos
lineares efou estruturais na busca de epitopos no proteoma de diferentes espécies
de Leishmania (MUTISO et al., 2013; FREITAS-SILVA et al., 2016). Em paralelo,
outro trabalho concentrou esforgos para identificar potenciais epitopos contidos em
proteinas candidatas ja previamente identificadas (MARIA et al., 2013). Mais tarde, foi
desenvolvida de uma vacina com multiplos epitopos de Leishmania (AGALLOU et al.,
2014).

8 | IMUNOGENICIDADE DE CELULAS DENDRITICAS MEDIADA POR EPITOPOS
VACINAIS

Embora a L. (V). braziliensis seja uma das principais espécies responsaveis
pelos casos endémicos de leishmaniose tegumentar e mucocutanea no Brasil, grande
parte dos trabalhos se concentra no uso de antigenos de outras espécies como L.
major, L. amazonensis ou L. donovani (NANDA, 2009; SCHWARZ et al., 2013). As
fracGes antigénicas possuem grande quantidade de moléculas do parasita e ndo sao
ideais para serem utilizadas como abordagem vacinal. Assim, o ideal € a busca de
moléculas Unicas ou uma combinacdo que seja capaz de estimular uma resposta
protetora e de memoria. Devido ao potencial das DCs para a abordagem vacinal e
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diante da complexidade de encontrar um antigeno ideal, nosso grupo de pesquisa
avaliou o efeito de epitopos peptidicos de L. (V) braziliensis em células dendriticas
derivadas de medula o6ssea (BMDCs) em um modelo murino. Esses epitopos foram
gerados, utilizando-se uma combinacdo de métodos in silico, considerando epitopos
de linfécitos T CD4* e T CD8* no proteoma predito de L. (V.) braziliensis (FREITAS-
SiLVA et al., 2016).

O estimulo de BMDCs com esses epitopos indicaram uma inducéo da expressao
de moléculas de MHC classe |, MHC de classe Il e CD40 nas primeiras 24h. Além disso,
fol analisada a expressao das moléculas em BMDCs: negativas para o marcador CD11¢
e positivas para CD11c. Essa molécula, citada anteriormente, representa um marcador
especifico de DCs. Entretanto, observou-se uma reducao nos niveis de expressao de
MHC de classe |, MHC de classe || € CD40 nas BMDC CD11c+ estimuladas por 48h
com o0s epitopos.

De modo geral, em células CD11c, ha uma forte redugédo na expressao dos
marcadores anteriormente citados em células controle, nos tempos de 24h e 48h.
Contudo, o percentual de células positivas para MHC 1l e CD40 foi maior que o do
controle para ambos os intervalos investigados. Isso indica que durante a ativacao
dessas células ha diminuicao da expressao de CD11c (SINGH-JASUJA et al., 2013).
Nesse mesmo trabalho, as amostras estimuladas com antigeno total de L. (V.)
braziliensis também expressaram altos niveis dos marcadores. Entretanto, para as
amostras estimuladas com os peptideos, observou- se uma diminuigdo nos niveis de
expressao de MHC |, MHC 1l e CD40.

Os peptideos, possivelmente induziram ativagdo na populagdo de BMDCs
CD11c* e redugéo na expressao dos marcadores analisados MCH |, MHC Il e CD40.
Por outro lado, niveis crescentes de MHC |l e CD40 foram observados na populagao
de células BMDCs CD11c para os intervalos de tempo. A ativagdo do CD40 é uma das
principais vias que estimulam a producado de IL- 12, consequentemente, estimula o
perfil Th1 com producéo de IFN-y e resisténcia a L. major (OKWOR; UZONNA, 2016).

Alem de marcadores de superficie, foi observado que os epitopos foram capazes
de induzir producdo de citocinas importantes por BMDCs. Foram identificados
niveis elevados das citocinas TNF e IL6 quando comparados com o controle. Em
contrapartida, baixos niveis de citocinas foram encontrados para as células estimuladas
com o antigeno total de L. (V) braziliensis, exceto IL-6 apos 48h, nos quais os niveis
foram maiores do que o controle. Niveis consideraveis de TNF e IL-6 também foram
produzidos pelos controles, principalmente a IL-6. A producao crescente de citocinas
pro-inflamatérias tais como IL-6 e TNF por BMDC foi relatada apos estimulagcdo com
lipopolissacarido (LPS) (ABDI; SINGH; MATZINGER, 2013; BOONSTRA et al.. 2006;
GEISEL et al., 2007; HELFT et al., 2015).

AlL-6 parece exercer um duplo papel como citocina pré-inflamatoérias e também de
prevenir os perfis de células T reguladoras que podem estar associados a exacerbacao
da doenca (COSTA et al., 2013; KIMURA; KISHIMOTO, 2010). Nao s6 considerando
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as principais citocinas envolvidas com o perfil de células Th1, mas também com a
auséncia ou os baixos niveis das outras citocinas do perfil de células Th2 e Th17, &
provavel que exista um potencial dos peptideos em promover uma resposta imune,
que culminaria com a prote¢éo contra LT.

91 CONSIDERACOES FINAIS

As leishmanioses ainda representam um sério problema de salde publica nos
paises tropicais e subtropicais em desenvolvimento. Seu tratamento atual enfrenta
limitagdes causadas pela elevada toxicidade, alto custo, muitas vezes com necessidade
de internamento e a crescente resisténcia de cepas do parasita. Considerando
esse fato e a importante relagdo entre a resposta imune e o desenvolvimento da
doenca, faz-se necessario medidas alternativas para o seu combate. A vacinagdo
€ uma abordagem promissora como medida de controle, uma vez que tem o papel
de promover uma correta ativagao do sistema imunolégico e geracdo de memoria
imunolégica, pré-requisitos fundamentais de protegao contra a doenca. Entretanto, as
vacinas tradicionais de primeira geragao podem apresentar limitacoes que impedem o
seu avancgo e a produgao segura. Métodos modernos in silico, como a bioinformatica e
o docking molecular, sdo essenciais para discriminar e identificar potenciais moléculas
candidatas para uso como vacina contra as leishmanioses. O presente trabalho utilizou
epitopos potenciais para linfocitos T CD4*e T CD8*, selecionados a partir do proteoma
de L. (V.) braziliensis, ja descrito em trabalho prévio de nosso grupo (FREITAS-SILVA
et al., 2016). Esses epitopos até o momento se mostraram bons candidatos para
uma vacina segura e eficaz contra a doenga. Para uma estratégia vacinal ser bem
sucedida € crucial que os mecanismos de resposta imunologica protetora e da geracao
e manutengdo de celulas de memoria imunologica, sejam bem compreendidos. A
compreensao desses mecanismos constitui um dos aspectos mais negligenciados
durante o desenvolvimento da vacina.
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ANEXO | — Parecer do comité de ética em pesquisa com seres humanos

Titulo do Projeto: “Avaliacdo In Vitro da Resposta Imunolégica de Pacientes
com Leishmaniose Utilizando Antigenos Recombinantes”

Pesquisador responsavel: Valéria Régo Alves Pereira

Instituigdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz

Data de apresentacdo ao CEP: 10/01/2014

Registro no CAAE: 19252013.2.0000.5180

Namero do Parecer PlatBr: 522.964

PARECER

O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodolégicos do
Projeto em questao esté&o condizentes com a conduta ética que deve nortear
pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o Cddigo de Etica,
Resolugcdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua ultima formatagéo
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 05 de fevereiro de 2017.

Em caso de necessidade de renovagéo do Parecer, encaminhar relatério

e atualizagéo do projeto,

Recife, 13 de fevereiro de 2014.

( ﬁmw ,{‘//A QCA__\/(/_K
7 ZA T

\ \/ Coordenadora do CEP/CPgAM
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ANEXO Il - Termo aditivo do comité de ética em pesquisa com seres

humanos

i s
“_‘ " PARECER DE RELATORIO PARCIAL

Titulo: CARACTERIZACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA EM

PACIENTES PORTADORES DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

 AMERICANA ATIVA E APOS CURA CLINICA

Pesqulsador responsavel: Valéria Pereira Hernandes

Instituicio de realizagio do Projeto: CPgAM

Institui¢oes Envolvidas: CPqAM/ FIOCRUZ

Data de apr(;\'agéo do projeto no CEP/CPqQAM: 04/04/2013 ~

Data de apreciagiio do relatério parcial no CEP/CPqAM: 30/03/2016

Registro no CAAE: 1 1083812.7.0000.5190

Prezada Dra., Valéria Pereira Hernandes

Apos analisar o relatorio parcial referente ao projeto em pauta na reunido
do CEP/CPgAM que ocorreu dia 14 de Junho de 2016, informamos que o
referido relatorio foi deferido, pois se encontra em concordéncia com a
Resolugdo sobre diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos, Res. 466 do Conselho Nacional de Saude, de
12 de dezembro de 2012 e complementares. O CEP/CPqAM defere
também quanto a solicitagdo da pesquisadora responsavel pelo projeto para
prorrogagdo de prazo de conclusdo do estudo, que fica alterada para 03 de

julho de 2019

Recife, 26 de julho de 2016.

7& N7 ophD et

Janama Campos de Miranda

Coordenadora CEP/CPqAM/FIOC RUZ

i Av Moraes Rego, sin . =Y I
' Fore: 181) 21012639 , G
o111 2i01,2539 ' ! l
il o e s
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© . MAGALIAES Winatsn ot
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Fwd: PLATBR - Estado de apreciagio de Pesquisa

---------- Forwarded message -------—

De: Equipe Plataforma Brasil <plataformabrasil@saude.gov.br>
Date: qua, 26 de jun de 2019 a5 16:31

Subject: PLATBR - Estado de apreciacdo de Pesquisa

To: Val?ria Pereira Hernandes <valeriaph@gmail.com>

Caro (a) Pesquisador (a) e Assistente(s),

0 projeto CARACTERIZACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA EM PACIENTES PORTADORES DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA ATIVA E APOS CURA CLINICA foi aceito para
analise no CEP. Significa que o CEP concluiu a validagdo documental de sua ultima submiss&o, por favor verifique a situacdo do projeto de pesquisa e atenda a possiveis pendencias
documentais, se existirem. Caso contrério aguarde o parecer consubstanciado do CEP, cujo o nome pode ser consultado no campo localizacgo atual do projeto, disponivel no item
detalhar.

Atenciosamente,

Plataforma Brasil

Siga Etica em Pesquisa nas Redes Sociais:
Instagram

Facebook

Twitter
LinkedIn
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ANEXO 111 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Paciente

Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundagio O Cruz

Instituto Aggeu Magalhaes

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Paciente

Projeto: “Caracterizacdo da resposta imunologica em pacientes portadores de
Leishmaniose Tegumentar Americana Ativa e apos cura clinica”.

O objetivo principal desse projeto é a anélise de aspectos biologicos que pode ter
influéncia na doenca causada por Leishmania (Viannia) braziliensis. A Leishmania é
um parasita do homem que causa doenga (les6es) na pele, conhecida como leishmaniose
tegumentar (ferida brava).

O(A) senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar deste estudo porque mora
em uma regido onde a leishmaniose é comum. O(A) senhor(a) sera acompanhado(a) por
visitas em sua casa, com objetivo de identificar se alguém de sua familia foi
contaminado pelo parasita que causa a leishmaniose. Para isto, as pessoas que moram
em sua casa serdo consultadas.

Como o(a) senhor(a) faz parte do grupo de pacientes, sera solicitada uma coleta
de sangue de 20 ml, o que equivale a duas colheres de sopa. Serdo também realizados
exames para confirmar sua doenca e que incluirdo a pesquisa direta, puncdo aspirativa,
imunofluorescéncia indireta e bidpsia da borda da ferida. Todas as informacgdes e
detalhes dos exames que serdo realizados, serdo previamente esclarecidos para o(a)
senhor(a). Além disso, o(a) senhor(a) também recebera os resultados desses exames,
que sera emitido pelo Servico de Referéncia em Leishmanioses do Instituto Aggeu
Magalhédes. Todo procedimento serd realizado com material estéril descartavel e por
profissionais de salde de reconhecida capacidade. A coleta de sangue pode causar um
leve desconforto, como dor no local da puncdo, e, raramente, pode levar ao
aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada, causada pelo extravasamento de
pequena quantidade de sangue (hematoma). A bidpsia é a retirada de um pequeno
pedaco da lesdo, aplicando-se um anestésico; normalmente, ndo oferece riscos, exceto
um pequeno sangramento no local ou um ponto de infeccdo, que pode ser tratado com
limpeza e medicacdo locais. A bidpsia sera realizada pela médica dermatologista
participante do projeto no hospital ou centro de saide onde ela trabalha.

O remédio utilizado para o tratamento serd o Glucantime® e o senhor tomara
injecBes no braco ou nas nadegas em doses que serdo prescritas pela sua medica. Esse
remédio (Glucantime®) é o mais utilizado, promove cura da doenca e pode ter efeitos
colaterais como nauseas e indisposicdo (moleza). Se ocorrer qualquer alteracdo em seu
organismo, o senhor devera procurar o0 médico do posto de saude. O senhor nao tera
gastos em decorréncia dos testes ou tratamento que realizard. Os beneficios em
participar deste estudo sdo que o senhor e 0s membros de sua familia serdo estudados
para avaliar se apresentam algum sinal de infeccdo ou se s@o imunes a desenvolver a
leishmaniose. Esse trabalho trard grande beneficio no estudo da leishmaniose, pois
ajudara a entender melhor sobre a protecdo das pessoas a esta doenca. O(A) senhor(a)
pode solicitar informacgdes sobre o projeto a qualquer momento caso julgue necessario.
O(A) senhor(a) podera recusar ou retirar seu consentimento, em qualquer momento da
investigacao, sem qualquer punicao ou prejuizo.
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A Fundacdo Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ) estd autorizada a utilizar as
informacdes obtidas através dos resultados dos procedimentos em reunides, congressos,
patentes e publicagdes cientificas preservando, neste caso, a sua identidade. O
IAM/FIOCRUZ poderd também estocar o material coletado para posteriores estudos,
apenas se o senhor(a) concordar. (A) senhor(a) poderé contactar o CEP/IAM para saber
se a pesquisa foi avaliada e aprovada quanto a ética do estudo. Da mesma forma o CEP
poderd ser contactado através do endereco Instituto Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ,
Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria, caixa postal 7472, CEP: 50670-420,
Recife-PE, Brasil, telefone (81) 21012639 em caso de alguma denlncia de sua parte
referente a essa pesquisa.

Este documento ¢ feito em duas vias, ficando uma em sua posse e a outra com a
equipe do projeto e que todas e quaisquer ddvidas que o senhor venha a ter sobre o
significado dos termos empregados nesse texto Ihe serdo completamente esclarecidos
por um dos membros do projeto antes que 0 senhor assine este impresso.

DECLARACAO DO PARTICIPANTE

li e concordo em participar como voluntério neste projeto que envolvera o Instltuto
Aggeu Magalhées da Fundagdo Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ).

Assinatura do paciente data
Endereco do paciente para contato data
Assinatura do pesquisador responsavel data
Assinatura do médico responsavel — IAM/FIOCRUZ data

Endereco profissional do pesquisador responsavel (Valéria Pereira Hernandes):
Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av.
Moraes Régo, s/n(], Recife, fone: (81) 21012631.



Silva, A.A. 116

ANEXO 1V - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Paciente

Menor de 18 anos
Ministério da Salde
FIOCRUZ
Fundacao O ido Cruz

Instituto Aggeu Magalhaes

Termo de Assentimento Livre e Esclarecido— Grupo Paciente Menor de 18 anos
Projeto: “Caracterizacdo da resposta imunologica em pacientes portadores de
Leishmaniose Tegumentar Americana Ativa e apos cura clinica”.

O objetivo principal desse projeto é a anélise de aspectos biologicos que pode ter
influéncia na doenca causada por Leishmania Viannia braziliensis. A Leishmania é um
parasita do homem que causa doenca (lesdes) na pele, conhecida como leishmaniose
tegumentar (ferida brava).

O(A) senhor(a) esta sendo convidado a participar deste estudo porque moram em
uma regido onde a leishmaniose € comum. O(A) senhor(a) serd& acompanhado por
visitas em sua casa, com objetivo de identificar se alguém de sua familia foi
contaminado pelo parasita que causa a leishmaniose. Para isto, as pessoas que moram
em sua casa serdo consultadas.

Como responsavel pelo menor, o(a) senhor(a) esta sendo convidado a participar
deste estudo devido ao mesmo se encontrar no grupo de pacientes menores de 18 anos.
Seré solicitada uma coleta de sangue de 20 ml, o que equivale a duas colheres de sopa.
Serdo também realizados exames para confirmar sua doenca e que incluirdo a pesquisa
direta, puncdo aspirativa, imunofluorescéncia indireta e bidpsia da borda da ferida.
Todas as informacOes e detalhes dos exames que serdo realizados, serdo previamente
esclarecidos para o(a) senhor(a) que é responsavel pelo menor. Além disso, o(a)
senhor(a) também recebera os resultados desses exames, que sera emitido pelo Servico
de Referéncia em Leishmanioses do Instituto Aggeu Magalhdes. Todo procedimento
sera realizado com material estéril descartavel e por profissionais de salde de
reconhecida capacidade. A coleta de sangue pode causar um leve desconforto, como dor
no local da puncdo, e, raramente, pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao
redor da picada, causada pelo extravasamento de pequena quantidade de sangue
(hematoma). A bidpsia é a retirada de um pequeno pedaco da lesdo, aplicando-se um
anestésico; normalmente, ndo oferece riscos, exceto um pegueno sangramento no local
ou um ponto de infec¢do, que pode ser tratado com limpeza e medicacdo locais. A
bidpsia sera realizada pela médica dermatologista participante do projeto no hospital ou
centro de satde onde ela trabalha.

O remédio utilizado para o tratamento sera o Glucantime® e o paciente menor
de idade tomara injecdes no braco ou nas naddegas em doses que serd prescrita pela sua
médica. Esse remédio (Glucantime®) é o mais utilizado, promove cura da doenga e
pode ter efeitos colaterais como nauseas e indisposicdo (moleza). Se ocorrer qualquer
alteracdo no organismo do menor, o senhor devera levar o menor 0o médico do posto de
saude. O(A) senhor(a) ndo tera gastos em decorréncia dos testes ou tratamento que o
menor realizard. Os beneficios em participar deste estudo sdo que o senhor, 0 menor por
quem o(a) senhor(a) é responsavel e os outros membros de sua familia serdo estudados
para avaliar se apresentam algum sinal de infeccdo ou se sdo imunes a desenvolver a
leishmaniose. Esse trabalho trard grande beneficio no estudo da leishmaniose, pois
ajudara a entender melhor sobre a protegdo das pessoas a esta doenca. O(A) senhor(a)
pode solicitar informagdes sobre o projeto a qualquer momento caso julgue necessario.
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O(A) senhor(a) poderd recusar ou retirar o consentimento do menor, em qualquer
momento da investigacao, sem qualquer punicao ou prejuizo.

A Fundacdo Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ) estd autorizada a utilizar as
informacdes obtidas através dos resultados dos procedimentos em reunides, congressos,
patentes e publicagdes cientificas preservando, neste caso, a sua identidade. O
IAM/FIOCRUZ poderd também estocar o material coletado para posteriores estudos,
apenas se o senhor(a) concordar. O(A) senhor(a) podera contactar o CEP/IAM para
saber se a pesquisa foi avaliada e aprovada quanto a ética do estudo. Da mesma forma o
CEP poderé ser contactado através do endereco Centro de Pesquisas Aggeu Magahaes,
FIOCRUZ, Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria, caixa postal 7472, CEP:
50670-420, Recife-PE, Brasil, telefone (81) 21012639 em caso de alguma dendncia de
sua parte referente a essa pesquisa.

Este documento é feito em duas vias, ficando uma em sua posse e a outra com a
equipe do projeto e que todas e quaisquer duvidas que o(a) senhor(a) venha a ter como
responsavel pelo menor sobre o significado dos termos empregados nesse texto lhe
serdo completamente esclarecidos por um dos membros do projeto antes que o senhor
assine este impresso.

DECLARACAO DO PARTICIPANTE

................................................................................ , li e concordo em participar como
voluntario neste projeto que envolvera o Instituto Aggeu Magalhdes da Fundacgédo
Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ).

Assinatura do menor data
Assinatura do responsavel pelo menor data
Endereco do responsavel pelo menor data
Assinatura do pesquisador responsavel data
Assinatura do médico responsavel — IAM/FIOCRUZ data

Endereco profissional do pesquisador responsavel (Valéria Pereira Hernandes):
Departamento de Imunologia, Instituto Aggeu Magalhées, FIOCRUZ, Av. Moraes
Régo, s/n(1, Recife, fone: (81) 21012631.
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ANEXO V - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Controle

Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundagéo O Cruz

Instituto Aggeu Magalhaes

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Grupo Controle

Projeto: “Caracterizacdo da resposta imunologica em pacientes portadores de
Leishmaniose Tegumentar Americana Ativa e apos cura clinica”.

O objetivo principal desse projeto € a analise de aspectos bioldgicos que pode ter
influéncia na doenga causada por Leishmania Viannia braziliensis. A Leishmania é um
parasita do homem que causa doenca (lesbes) na pele, conhecida como leishmaniose
tegumentar (ferida brava).

O(A) senhor esta sendo convidado(a) a participar deste estudo por se encontrar
no grupo controle, ou seja, grupo de individuos que ndo apresentam a doenca, € reside
em regido em que ndo é endémica para a doenca, e que servirdo de compara¢do com 0s
individuos doentes. Ao senhor(a) seré solicitada uma unica coleta de sangue de 20 ml o
que equivale a duas colheres de sopa. Todo procedimento sera realizado com material
estéril descartavel e por profissionais de salde de reconhecida capacidade. A coleta de
sangue pode causar um leve desconforto, como dor no local da puncéo, e, raramente,
pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor da picada, causada pelo
extravasamento de pequena quantidade de sangue (hematoma). Esse trabalho trara
grande beneficio no estudo da leishmaniose, pois ajudara a entender melhor sobre a
protecdo das pessoas a esta doenca. O(A) senhor(a) pode solicitar informacdes sobre o
projeto a qualquer momento caso julgue necessario. O(A) senhor(a) podera recusar ou
retirar 0 seu consentimento, em qualquer momento da investigacdo, sem qualquer
punicdo ou prejuizo.

A Fundacdo Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ) esta autorizada a utilizar as
informacdes obtidas através dos resultados dos procedimentos em reunides, congressos,
patentes e publicacdes cientificas preservando, neste caso, a sua identidade. O
IAM/FIOCRUZ podera também estocar o material coletado para posteriores estudos,
apenas se o(a) senhor(a) concordar. O(A) senhor(a) podera contactar o CEP/IAM para
saber se a pesquisa foi avaliada e aprovada quanto a ética do estudo. Da mesma forma o
CEP podera ser contactado através do enderego Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes,
FIOCRUZ, Avenida Moraes Rego, s/n, Cidade Universitaria, caixa postal 7472, CEP:
50670-420, Recife-PE, Brasil, telefone (81) 21012639 em caso de alguma dendncia de
sua parte referente a essa pesquisa.

Este documento é feito em duas vias, ficando uma em sua posse e a outra com a
equipe do projeto e que todas e quaisquer duvidas que o(a) senhor(a) venha a ter sobre o
significado dos termos empregados no presente texto lhe serdo completamente
esclarecidos por um dos membros do projeto antes que o0 senhor assine este impresso.
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DECLARACAO DO PARTICIPANTE

B, et b e , lie
concordo em participar como voluntario neste projeto que envolverd o Instituto Aggeu
Magalhées da Fundacdo Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ).

Assinatura do voluntario data
Enderego do voluntario data
Assinatura do pesquisador responsavel data
Assinatura do médico responsavel — IAM/FIOCRUZ data

Endereco profissional do pesquisador responsavel (Valéria Régo Alves Pereira):
Departamento de Imunologia, Instituto Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Régo,
s/nl], Recife, fone: (81) 21012631.



