UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM INOVAGAO TERAPEUTICA

LARISSA LAYNE SOARES BEZERRA SILVA

AVALIAGAO DE MARCADORES DE EXAUSTAO CELULAR EM LINFOCITOS T
NA LEISHMANIOSE CUTANEA

REecIFe
2025



LARISSA LAYNE SOARES BEZERRA SILVA

AVALIAGAO DE MARCADORES DE EXAUSTAO CELULAR EM LINFOCITOS T
NA LEISHMANIOSE CUTANEA

Tese apresentada ao Programa de
Pds-Graduacao em Inovacgao Terapéutica
da Universidade Federal de Pernambuco,
para a obtencdo do titulo de Doutora em

Inovacéo Terapéutica.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Carolina
Accioly Brelaz de Castro (UFPE-PPGIT)

Orientador: Prof. Dr. Rafael de Freitas e
Silva (UPE)

RECIFE

2025



FICHA CATALOGRAFICA

.Catalogagao de Publicagao na Fonte. UFPE - Biblioteca Central

Silva, Larissa Layne Soares Bezerra.

Avaliagdo de marcadores de exaustdo celular em linfécitos T
na leishmaniose cuténea / Larissa Layne Soares Bezerra Silva. -
Recife, 2025.

155f.: il.

Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Biociéncias,

Programa de Pés-Graduagdo em Inovacao Terapéutica.
Orientag@o: Maria Carolina Accioly Brelaz de Castro.
Coorientagao: Rafael de Freitas e Silva.

1. Receptores co-inibitérios; 2. Linfécitos T; 3. Citometria
de fluxo; 4. Resposta imune; 5. Leishmaniose cuténea. I. Castro,
Maria Carolina Accioly Brelaz de. II. Silva, Rafael de Freitas
e. ITITI. Titulo.

UFPE-Biblioteca do Centro de Biociéncias




LARISSA LAYNE SOARES BEZERRA SILVA

AVALIAGAO DE MARCADORES DE EXAUSTAO CELULAR EM LINFOCITOS T
NA LEISHMANIOSE CUTANEA

Tese apresentada ao Programa de Pos-Graduagao
em Inovagao Terapéutica da Universidade Federal de
Pernambuco, para a obtencdo do titulo de Doutora
em Inovacgéao Terapéutica.

Aprovado em: 17/03/2025

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Maria Carolina Accioly Brelaz de Castro (Orientadora)

Universidade Federal de Pernambuco

Profa. Dra. Valéria Pereira Hernandes

Instituto Aggeu Magalhaes

Prof. Dr. Policarpo Ademar Sales Junior

Instituto Aggeu Magalhaes

Profa. Dra. Jana Messias Sandes

Universidade Federal de Pernambuco

Profa. Dra. Patricia dEmery Alves Santos

Universidade Federal de Pernambuco



Dedico este trabalho a minha familia, a Luna
e a todos os pacientes que contribuiram
para que fosse possivel a realizagao desse
estudo.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer primeiramente a Deus por me permitir chegar até aqui. Por
me dar forga, discernimento e sabedoria para trilhar esse caminho e superar os

desafios que encontrei ao longo dele. Sem Ti, eu nada seria.

Aos meus pais, Evaldo e Josilene, e aos meus irmaos, Leon e Lizandra, que sempre
foram meus maiores incentivadores e nunca duvidaram da minha capacidade e
potencial. Vocés sdo minha inspiragéo diaria para seguir em frente e vencer na vida.

Essa conquista é para vocés!

A minha companheira de quatro patas, Luna, que deitou ao meu lado por
incontaveis horas enquanto eu escrevia esta tese. Nao sei 0 que seria de mim sem

sua companhia nessa jornada.

Ao meu marido, Rodrigo, meu grande incentivador, que nunca me deixou desistir e
sempre apoiou minhas decisdes. Que enfrentou a dor da distédncia no inicio do
nosso casamento para que eu pudesse concluir meus experimentos e finalizar essa

etapa tdo importante da minha vida. Eu te amo e sou imensamente grata a vocé.

A minha orientadora, Dra. Maria Carolina, por ter me acolhido, ensinado tanto e sido
um verdadeiro anjo na minha trajetoria. A senhora € uma pesquisadora excepcional
e um ser humano ainda mais incrivel! Obrigada por acreditar em mim e me dar essa

oportunidade. Sem a senhora, esse sonho nao teria sido possivel.

Ao meu orientador, Dr. Rafael Freitas, por todos os ensinamentos e pelos puxdes de

orelha que me fizeram crescer ainda mais como pesquisadora.

A Dra. Valeria Pereira, que sempre foi gentil e acolhedora, contribuindo para o meu

crescimento no laboratério.

A equipe do Servico de Referéncia em Leishmanioses do Instituto Aggeu Magalhaes

- Pernambuco, especialmente a Dra. Edileuza Brito, que auxiliou na captagédo dos



pacientes e coletas, além de sempre torcer por minhas conquistas, dentro e fora da

pesquisa.

Aos meus queridos amigos, Allana Maria e Marton Kaique, que estiveram comigo
nos bons momentos e nos nem tdo bons assim. As noites no laboratério fazendo
experimentos com vocés foram essenciais para eu chegar até aqui. Obrigada por
torcerem por mim sempre! Marton, serei eternamente grata por tudo que vocé fez

por mim. Amo vocés!

Ao meu grupo de pesquisa, que me inspirou e me proporcionou momentos de

aprendizado, crescimento e alegria.

A todos os pacientes que aceitaram participar desta pesquisa e contribuir para a

ciéncia.

A Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco (FACEPE) pelo
apoio financeiro durante o doutorado, essencial para que eu pudesse trilhar esse

caminho.

A todos que, de alguma forma, cruzaram meu caminho durante essa jornada,

torceram por mim e me ajudaram, meu muito obrigada!



“Seja paciente com tudo o que permanece sem
solugcdo em seu coragdo. Tente amar as
perguntas em si mesmas, como quartos
trancados ou livros escritos em uma lingua
desconhecida. O ponto é viver tudo. Viva as
perguntas agora. Talvez entdo, algum dia
distante, sem perceber, vocé vivera sua
resposta.”

-Rainer Maria Rilke, Cartas a um jovem poeta
(1929)



LARISSA LAYNE SOARES BEZERRA SILVA

AVALIAGAO DE MARCADORES DE EXAUSTAO CELULAR EM LINFOCITOS T
NA LEISHMANIOSE CUTANEA

RESUMO

A leishmaniose cutanea (LC) € uma doenga negligenciada que afeta milhares de
pessoas globalmente, com repercussdes significativas no campo econdmico e
psicossocial. Uma imunidade protetora contra a Leishmania envolve ativagao e
expansao de clones de linfocitos T CD4" que reconhecem epitopos do parasita e
produzem citocinas do perfil Th1. Em contrapartida, a ativacdo do sistema
imunoldgico também induz a expressdo de moléculas co-inibitérias em linfocitos e
células apresentadoras de antigeno que podem caracterizar o fenétipo de exaustéao,
no qual as células T apresentam um estado disfuncional e reducédo da capacidade
proliferativa e efetora. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar marcadores
de exaustdo celular em linfécitos T na leishmaniose cutédnea. Foram incluidos 49
pacientes, divididos em grupos antes e apds o tratamento, além de 33 individuos
controles. A caracterizagdo foi realizada por imunofenotipagem, dosagem de
citocinas e analise transcriptdmica. Pacientes com LC ativa apresentaram elevada
expressao de receptores de exaustdo em células T CD4conv, como PD-1 e TIGIT,
sugerindo comprometimento da resposta efetora. Em contraste, no grupo
pos-tratamento, células T CD8+ mostraram aumento de 2B4 e CD160, indicativo de
recuperagdo imunolégica e restabelecimento da homeostase. As células T
reguladoras exibiram um perfil desbalanceado, com aumento de TIGIT e redugao de
TIM-3 antes do tratamento, enquanto as células T duplo-negativas apresentaram
alteragdes em CD160 e CD28, sugerindo papel na regulagdo da resposta apos o
tratamento. Nos ensaios de citocinas, observou-se uma resposta inflamatdria
acentuada em pacientes com doencga ativa, marcada por elevacao de TNF, IL-6,
IL-10 e IL-1B8, ao passo que, apds o tratamento, o perfil sugeriu modulacéo
inflamatodria e tentativa de restauragcdo da homeostase. A analise de RNAseq
confirmou a superexpressdo de genes relacionados a exaustéo, incluindo PDCD1,

TIGIT e TOX, reforgando os achados fenotipicos. A integragdo dos dados clinicos,



imunofenotipicos e transcriptémicos evidéncia que a LC ativa induz um estado
imunologico exausto, favorecendo a persisténcia do parasita. Esses resultados
contribuem para o entendimento dos mecanismos imunolégicos envolvidos na
cronicidade da LC e podem apoiar o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas direcionadas a reversdao da exaustdo de células T, com potencial
impacto na redug¢ao do dano tecidual no controle da doenca.

Palavras-chave: Receptores co-inibitérios; Linfocitos T, Citometria de fluxo;

Resposta imune; Leishmaniose cutanea.



LARISSA LAYNE SOARES BEZERRA SILVA

EVALUATION OF T-CELL EXHAUSTION MARKERS IN CUTANEOUS
LEISHMANIASIS

ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis (CL) is a neglected disease that affects thousands of
people worldwide, with significant economic and psychosocial repercussions.
Protective immunity against Leishmania involves the activation and expansion of
CD4* T-cell clones that recognize parasite epitopes and produce Th1-type cytokines.
Conversely, immune system activation also induces the expression of co-inhibitory
molecules on lymphocytes and antigen-presenting cells, which can define an
exhaustion phenotype characterized by dysfunctional T cells with reduced
proliferative and effector capacity. In this context, the aim of this study was to
evaluate markers of T-cell exhaustion in cutaneous leishmaniasis. A total of 49
patients were enrolled, divided into groups before and after treatment, along with 33
healthy controls. Characterization was performed through immunophenotyping,
cytokine quantification, and transcriptomic analysis. Patients with active CL
displayed high expression of exhaustion receptors on CD4conv T cells, such as
PD-1 and TIGIT, suggesting impaired effector responses. In contrast, in the
post-treatment group, CD8" T cells exhibited increased expression of 2B4 and
CD160, indicative of immune recovery and reestablishment of homeostasis.
Regulatory T cells showed an unbalanced profile, with increased TIGIT and
decreased TIM-3 before treatment, while double-negative T cells displayed
alterations in CD160 and CD28, suggesting a role in regulating the response after
treatment. Cytokine assays revealed a pronounced inflammatory response in
patients with active disease, marked by elevated TNF, IL-6, IL-10, and IL-18,
whereas post-treatment profiles suggested inflammatory modulation and an attempt
to restore homeostasis. RNAseq analysis confirmed the overexpression of
exhaustion-related genes, including PDCD1, TIGIT, and TOX, reinforcing the

phenotypic findings. The integration of clinical, immunophenotypic, and



transcriptomic data provides evidence that active CL induces an exhausted immune
state that favors parasite persistence. These results contribute to the understanding
of the immunological mechanisms underlying CL chronicity and may support the
development of novel therapeutic strategies aimed at reversing T-cell exhaustion,

with potential impact on reducing tissue damage and improving disease control.

Keywords: Co-inhibitory receptors; T lymphocytes; Flow cytometry; Immune

response; Cutaneous leishmaniasis.
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1 INTRODUGAO

As leishmanioses sdo um importante grupo de doengas negligenciadas
causadas por diferentes espécies de protozoarios do género Leishmania
transmitidos pela picada de flebotomineos infectados. Em numero de casos, a
leishmaniose cuténea (LC) é a mais importante e estimativas apontam para 600 mil
a 1 milhdo de novos casos por ano, sendo 95% deles nas Américas, Bacia do
Mediterraneo, Oriente Médio e Asia central (WORLD HEALTH ORGANIZATION
(WHO), 2023). O Brasil € um dos paises que mais registra ocorréncias de LC,
totalizando um total de 17.438 novos casos notificados entre o ano de 2023 e 2024
(BRASIL, Ministério da Saude, s.d.; 2025).

A Leishmania (Viannia) braziliensis € a principal espécie responsavel pela LC
no Brasil, podendo causar desde lesbes cutaneas localizadas, disseminadas ou
difusas até graves lesdes mucocutaneas mutilantes e incapacitantes (COUTINHO et
al., 2022). A complexidade da resposta imunoldgica do hospedeiro contra a
Leishmania tem sido um importante fator limitante ao desenvolvimento de novas
medidas de controle da LC. Dentre essas medidas figuram o desenvolvimento de
novas drogas ou combinagbes com efeito imunomodulador e mais eficazes na
eliminagdo dos parasitas, assim como uma vacina que seja segura e eficaz para ser
aplicada em seres humanos. Grande parte dessa complexidade também se deve ao
escasso conhecimento dos mecanismos imunoldgicos que atuam na pele (NNAMDI
et al., 2020).

A resposta imunolégica ao parasita inicia-se logo apds a inoculagdo das
promastigotas flageladas pelo vetor. Os parasitas sdo rapidamente fagocitados por
neutréfilos € mondcitos infiltrantes, mas séo nos fagolisossomos dos macréfagos
residentes que a Leishmania se transforma em amastigota e se multiplica.
Nesse processo, as células dendriticas (DCs) produzem IL-12 que € essencial para
diferenciagao de linfécitos Th1 produtores de IFN-y (SERRANO-COLL et al., 2021).
Esta etapa é crucial para ativagdao de macréfagos infectados e indugcao de 6xido
nitrico e anion superoxido que sado capazes de eliminar os parasitas. Outras fontes
celulares também contribuem para producédo de IFN-y, como linfécitos T CD8+ e
células natural killer (NK) (SCOTT; NOVAIS, 2016).
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Além disso, estudo recente também demonstrou que as células T
duplo-negativas (DN), que ndo expressam nem CD4 nem CD8, desempenham
papeis importantes tanto na modulagdo efetora quanto regulatéria da resposta
imune em infecgbes parasitarias. Essas células exercem funcbes capazes de
reduzir a inflamagao, mas ao mesmo tempo favorecer a sobrevivéncia do parasita,
participando da manutengdo do equilibrio imunolégico (VELIKKAKAM; GOLLOB;
DUTRA, 2022) .

Grande parte dos trabalhos se dedicam a entender como se da a ativagao do
sistema imune durante a resposta ao parasita e os mecanismos efetores utilizados
para conter a infecgcdo. Contudo, poucos trabalhos procuraram compreender os
mecanismos de sinalizagdo negativa que agem para conter a resposta imune
(GANNAVARAM et al., 2016). Neste contexto, diferentes moléculas co-inibitorias
foram identificadas na superficie de linfocitos T e B ativados (MURPHY; MURPHY,
2010). O principal papel dessas moléculas é enviar sinais inibitérios durante a
resposta imune inata ou adaptativa. Algumas importantes moléculas inibitorias
foram identificadas, como a proteina de morte celular -1 (PD1, CD279, Programmed
cell death protein 1) e seus ligantes PD-L1 e PD-L2 que s&o membros da familia B7
(CHARLES et al.,, 2010). O papel dessas moléculas e interagbes tem sido
investigado em modelos de infecg¢ao viral crénica e foi observado que o bloqueio da
via PD-1-PD-L1 reverte o fendtipo de exaustao dos linfécitos (DUHALDE VEGA et
al., 2022).

Além disso, a interagdo PD-1-PD-L1 tem um papel importante na manutengao
da homeostase imune induzindo tolerancia periférica e protegendo os tecidos de
ataque pelo sistema imunologico (MURPHY; MURPHY, 2010). Nas infecgbes por
protozoarios, o papel das moléculas co-inibitorias expressas por linfécitos ainda nao
esta claro. Um modelo experimental de infecgcdo com L. major, sugeriu que ha uma
maior frequéncia de macrofagos residentes e mondcitos infiltrantes expressando
PD-L1 na lesédo infectada e no linfonodo que drena a lesdo. Em paralelo,
observou-se uma maior expressdao de PD-1 em linfécitos T CD4" que infiltram a
lesdo dos animais (FREITAS E SILVA et al., 2020). Apesar dos modelos murinos
serem ideais para investigacdo dos mecanismos imunoldgicos, faz-se cada vez

mais necessario a investigacdo dos mecanismos em seres humanos.
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Além do PD-1, demais marcadores inibitorios estdo sendo estudados e
podem estar relacionados a exaustdo de células T e progresséo ou cura da LC. A
mucina e imunoglobulina de linfécitos T — 3 (TIM-3) esta envolvido na inibigdo da
resposta Th1 e expressao de citocinas como IFNy e TNF (DAS; ZHU; KUCHROO,
2017). O 2B4 (CD244) é um receptor co-inibitério expresso por células T CD4* e T
CD8" que podem mediar a resposta imune (CHEN et al., 2017). Ja o TOX é um fator
de transcricao de linfocitos que recentemente tem demonstrado estar associado a
exaustdo de células T CD8" em doengas crbnicas (SEKINE et al.,, 2020). A
imunoglobulina de linfocitos T e dominio ITIM (TIGIT) sao responsaveis por interagir
com o CD155 que é expresso por celulas apresentadoras de antigenos e vao agir
reduzindo a regulagdo das fungbes das células T e células natural Kkiller
(HARJUNPAA; GUILLEREY, 2020).

No nosso estudo demonstramos, através da analise de dados de citometria
de fluxo, analise de citocinas inflamatérias e da analise de RNAseq, que a infeccéo
por leishmaniose cutadnea induz um estado de exaustao nos linfocitos T, evidenciado
pelo aumento de receptores de exaustao e inibitérios, favorecendo a persisténcia do
parasita e cronicidade da doenca. Deste modo, espera-se que os achados deste
estudo ndo apenas aprofundem a compreensdao dos mecanismos de exaustao
celular na LC, como também possa abrir perspectivas para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas que auxiliam na eliminagdo do parasita e possam

reduzir os impactos clinicos e socioeconémicos da doenga.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA LEISHMANIOSE CUTANEA

As leishmanioses séao um grupo de doengas transmitidas pela picada do
flebotomineo fémea infectado com o protozoario do género Leishmania. E
considerada uma doenca tropical negligenciada e esta associada principalmente as
mas condigdes de vida, atingindo as populagdes mais pobres. Existem dois
principais tipos de leishmanioses: a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose
cutanea (LC). Em 2021, dos 99 paises e territérios que sdo endémicos para as
leishmanioses, 71 sdo endémicos para as formas visceral e cutanea e 19 sao
endémicos apenas para a forma cutanea. Apenas em 2021 foram reportados por 9
paises, entre eles o Brasil, mais de 5000 novos casos de leishmaniose cutanea, que
juntos contabilizam 88% da incidéncia global total da LC (Figura 1) (WORLD
HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2023).

E estimado que cerca de 600000 a 1 milhdo de novos casos de LC
acontecem todos os anos ao redor do mundo, entretanto, apenas 200 000 sao
notificados para a Organizacdo Mundial de Saude (WORLD HEALTH
ORGANIZATION (WHO), 2023).

Figura 1 — Incidéncia da leishmaniose cutdnea no mundo em 2023
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Fonte: adaptado de WHO, 2025.

24



Dos paises que registram a incidéncia de mais de 85% de casos de LC, 3
estdo localizados nas Américas, sendo eles: Brasil, Colémbia e Peru. No panorama
das Ameéricas, entre os anos de 2001 e 2021 foram registrados um total de
1.105.545 casos de LC pela Organizagao Pan-Americana de Saude (Figura 2)
(OPAS, 2023). Apesar de se observar uma queda no numero de casos de LC
notificados dos ultimos 10 anos, o Brasil foi o pais que mais registrou casos da
doenca nas Américas no ano de 2021, contabilizando 14.800 casos de leishmaniose
cutanea (WHO, 2023).

Figura 2 — Numero de casos de leishmaniose cutanea reportados em 2023 nas

Américas
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Fonte: WHO, 2025.

No Brasil, a LC é um grave problema de saude publica, uma vez que é
disseminada em todas as regides do pais. Nos ultimos 5 anos foram registrados, em
média, cerca de 21.000 casos por ano de leishmaniose tegumentar (LT), que
envolve a leishmaniose cutédnea e leishmaniose mucosa, e as regides que
apresentam uma maior incidéncia sdo a regiao Norte, Centro-Oeste e Nordeste
(Figura 3) (BRASIL, 2023). Existem sete espécies de leishmania que causam a LT
no Brasil, no entanto, as mais importantes sao Leishmania (Leishmania)

amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Viannia) braziliensis,
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sendo essa ultima de maior importancia por estar amplamente distribuida em todo o
pais (BRASIL, 2023).

Na regiao Nordeste foram registrados 3.260 casos de LT no ano de 2021 e as
espécies de Leishmania encontradas nesta regido sdo a L. (Leishmania)
amazonensis e L. (Viannia) braziliensis. Dentre os Estados do Nordeste, os que
mais registraram casos de LT no ano de 2021 foram Bahia, Maranhao, Ceara e

Pernambuco. Pernambuco, nesse contexto, registrou 208 casos (BRASIL, 2023).

Figura 3 — Casos de leishmaniose cutanea por Estado em 2021

Casos UF
[ Sem casos
[ Jo-50

[ 50 - 500
I 500 - 1000
I 1000 - 2535

0 250500 km
-

Fonte: MS, 2025.

Vale ressaltar que os fatores de risco para adquirir e desenvolver a infecgao
por Leishmania esta intimamente relacionado com fatores domiciliares,
peridomiciliares e situagcao socioecondmica da populagdo, como por exemplo local
de residéncia do individuo, condi¢cbes sanitarias do local de habitagao, profissao
exercida, escolaridade, sexo e até mesmo renda familiar. Quanto mais fragil a
situacdo socioecondmica da populacédo, mais frequente os casos de leishmanioses
(MATTOS; TUMELERO, 2023).
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2. 2 LEISHMANIOSE CUTANEA: FORMAS EVOLUTIVAS, TRANSMISSAO, CICLO
DE VIDA, FORMAS CLINICAS, DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

A leishmaniose cutédnea é causada por um protozoario intracelular obrigatério
da familia Trypanosomatidae, do género Leishmania e é transmitida pela picada do
flebotomineo fémea do género Lutzomya, presente no novo mundo, conhecido
popularmente como mosquito-palha (BRASIL, Ministério da Saude, 2017). A
Leishmania tem um ciclo de vida denominado de heteroxénico, uma vez que
necessita de um hospedeiro invertebrado e um hospedeiro vertebrado para ter seu
ciclo de vida completo (COSTA-DA-SILVA et al., 2022). O hospedeiro invertebrado &
responsavel pela transmissdo do parasita aos hospedeiros vertebrados. A
Leishmania apresenta duas formas evolutivas: uma forma flagelada, que é
encontrada no trato digestivo do hospedeiro invertebrado, o flebotomineo,
denominada de promastigota, e uma forma aflagelada, que é encontrada nos
hospedeiros vertebrados, denominada de amastigota (Figura 4) (BRASIL, Ministério
da Saude, 2017). A forma promastigota é alongada e possui um flagelo longo para
locomogao. Ja as amastigotas tém forma arredondada e ndo possuem flagelo, e
necessitam estar dentro de células do sistema monocitico fagocitario para que se
multipliquem (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Figura 4 — Formas evolutivas da Leishmania spp.

A B

Legenda: A: Leishmania na forma flagelada, denominada de promastigota. B:

Leishmania na forma aflagelada, denominada de amastigota.

Fonte: Brasil, 2017.
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A doenca é definida pela presencga de lesdes na pele que se originam através
da picada do vetor transmissor, o flebotomineo, no qual inoculam a forma
promastigota do parasita. Uma vez dentro do hospedeiro vertebrado, os parasitas
sao fagocitados pelos macrofagos e se multiplicam, assumindo a forma amastigota.
Em certo momento, apds inumeras multiplicagdes das amastigotas, os macréfagos
se rompem e liberam os parasitas que novamente serdo fagocitados por novos
macrofagos. No flebotomineo, as amastigotas que sao ingeridas durante o repasto
sanguineo se diferenciam em promastigotas e habitam o trato digestivo do mosquito
e se tornam infectantes, metaciclicas, para posteriormente serem inoculadas em um
novo hospedeiro, dando inicio a um novo ciclo (Figura 5) (GONTIJO; CARVALHO,
2003).

Figura 5 — Ciclo de vida da Leishmania spp.
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Legenda: Promastigotas s&o inoculadas no hospedeiro vertebrado apos o repasto
sanguineo do inseto fémea infectado. As promastigotas infectantes invadem e sao
fagocitadas pelas células do sistema monocitico fagocitario (macrofagos e
granuldécitos). Dentro da célula, as promastigotas se transformam em amastigotas e
se multiplicam até que a célula se rompa e as amastigotas possam infectar novos
macrofagos. Um inseto ndo infectado, ao realizar o repasto sanguineo no

vertebrado infectado, ira ingerir as amastigotas. As amastigotas irdo se transformar
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em promastigotas e se multiplicardo por divisdo binaria. As promastigotas se tornam
infectantes (metaciclicas) e migram para o sistema digestorio do inseto e uma nova

infeccdo acontecera quando o inseto for realizar o repasto sanguineo.
Fonte: Adaptado de (Wikimedia Foundation, 2011).

A leséo inicial da LC geralmente € unica e apds o periodo de incubagéao, que
€ em média de dois a trés meses, podendo variar de 10 dias a dois anos, surge uma
papula eritematosa que lentamente progride para a formagado de um nodulo. Nesse
periodo ocorre o aumento do volume dos ganglios linfaticos decorrente da
proliferagdo de células do sistema imune para a regidao afetada, denominada de
adenopatia (GONTIJO; CARVALHO, 2003; BRASIL, Ministério da Saude, 2017).

A manifestagcédo clinica da leishmaniose € multifatorial e vai depender nao
apenas da espécie do parasita, mas também do material genético do hospedeiro, do
estado nutricional, dos mecanismos do sistema imune do hospedeiro, como também
fatores sociais e ambientais em que o individuo esta inserido (COSTA-DA-SILVA et
al.,, 2022). A variedade de espécies de Leishmania juntamente com o0 mecanismo
da resposta imune do hospedeiro facilita a existéncia de diferentes manifestagoes
clinicas, histopatolégicas e imunopatoldgicas. Diante disso, a LC pode ser
classificada em leishmaniose cuténea localizada (LCL), leishmaniose cutanea
disseminada (LD), leishmaniose cutanea difusa (LCD) e leishmaniose mucocutanea
(LM). (ANVERSA et al., 2018; BRASIL, Ministério da Saude, 2017).

A LCL é caracterizada por uma lesao unica no local onde houve a picada do
mosquito e geralmente séo localizadas em areas do corpo mais expostas como
pernas, maos e rosto. Essa forma clinica também é a mais frequente das
leishmanioses. Na fase inicial a lesdo apresenta vermelhidao e inchaco e progride
em tamanho. Apds o tempo de incubagéao é formada a ulcera avermelhada, tipica da
leishmaniose, em formato arredondado e com bordas elevadas e bem definidas,
geralmente indolor (Figura 6) (ANVERSA et al., 2018; BRASIL, Ministério da Saude,
2017).

A LD é uma forma um pouco mais rara da doenca e as lesdes aparecem em
grande quantidade por todo o corpo e isso acontece, provavelmente, devido a
disseminacao do parasita pela corrente sanguinea e o sistema linfatico. As lesées

costumam ser pequenas e ulceradas. A LCD ¢é a forma clinica rara e grave que se
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inicia com uma unica lesdo e progride para lesdes crénicas, ndo ulceradas, com
formacdo de multiplos nodulos em grandes extensdes (Figura 6) (ANVERSA et al.,
2018; BRASIL, Ministério da Saude, 2017).

Na LM as lesdes sado localizadas nas mucosas do individuo, envolvendo na
maioria das vezes a mucosa nasal. Inicialmente as manifesta¢des clinicas envolvem
obstrugao nasal, hiperemia e epistaxe. Com a progressao da doenga sao atingidas a
cartilagem do septo nasal, paredes laterais, vestibulo, seguido do palato, labios,
lingua, faringe e laringe (Figura 6) (ANVERSA et al., 2018; BRASIL, Ministério da
Saude, 2017).

Figura 6 — Formas clinicas da leishmaniose cutanea

Legenda: A: leishmaniose cutanea localizada; B: leishmaniose cuténea

disseminada; C: leishmaniose difusa; D: leishmaniose mucocutanea.

Fonte: Brasil, 2017.
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Para que haja o correto diagnostico da leishmaniose, deve-se fazer uma
associagao entre o quadro clinico, epidemiologico e laboratorial. Apenas com a
associacdo desses parametros é possivel confirmar a doencga. Existem diferentes
métodos diagndsticos com diferentes aplicagcbes e sensibilidade. A escolha do
método vai depender da forma clinica, do tempo da lesdo e da espécie de
Leishmania envolvida. Vale ressaltar que um diagnostico diferencial € de extrema
importancia, uma vez que outras doencas cutaneas podem se assemelhar a
leishmaniose, como por exemplo tuberculose, esporotricose, micobacteriosis
atipicas, histoplasmose, criptococose, hanseniase, lupus eritematoso, sifilis,
psoriase, neoplasias cutédneas e entre outros (ANVERSA et al., 2018; BRASIL,
Ministério da Saude. 2017). O diagndstico clinico-epidemioldgico consiste na
avaliagcdo da caracteristica da lesdo, juntamente com a anamnese e aliado aos
dados epidemiologicos. Esses dados, por si sO, sdo considerados um diagndstico
presuntivo. S6 é possivel confirmar o diagndstico de leishmaniose confirmando a
suspeita com a realizagao de testes laboratoriais (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Os testes diagndsticos mais efetivos para leishmaniose possuem coletas
invasivas e demandam de profissionais especializados, bem como de recursos
adequados para a coleta do material biolégico (CAETANO et al., 2019). O exame
parasitolégico e técnica considerada como padrao ouro, com maior especificidade,
para o diagndstico da leishmaniose € a técnica que € possivel visualizar o parasita
no microscopio. A busca pelo parasita na LC pode ser feita por meio da
escarificacdo da lesado, biopsia e aspiragao da borda da lesdo. Esses testes nao
demandam muito recurso financeiro e sao rapidos de serem realizados. No entanto,
sdo considerados testes de sensibilidade limitada, principalmente em lesdes
cronicas, visto que quanto maior o tempo de duragédo da lesdo, menor sera a carga
parasitaria encontrada (ANVERSA et al., 2018; CAETANO et al., 2019; GONTIJO;
CARVALHO, 2003).

Um outro método diagndstico laboratorial € a reacdo de polimerase em
cadeia (do inglés, polymerase chain reaction — PCR), no qual € um teste que se
pode utilizar diferentes tipos de amostras clinicas, incluindo sangue periférico, e que
consiste na amplificagdo do sequenciamento do DNA do parasita, sendo possivel

identificar, inclusive, a espécie de Leishmania envolvida. Trata-se de um teste de
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alta sensibilidade e especificidade, muitas vezes utilizado para pesquisa clinica uma
vez que é um teste de alto custo (ANVERSA et al., 2018; CAETANO et al., 2019).

Existe também o teste imunolégico que avalia a resposta celular
anti-Leishmania para fins diagndstico, sendo o principal deles a intradermorreagao
de Montenegro — IDRM, que consiste em um teste intradérmico que avalia a
resposta de hipersensibilidade celular retardada. O teste é realizado inoculando
antigeno de Leishmania no antebrago do paciente e realizando a leitura apds o
periodo de 48 ou 72 horas, no qual em caso positivo ira apresentar enduracao igual
ou superior a 5mm. Vale ressaltar, no entanto, que apds cura clinica a IDRM
continua positiva pelo periodo de varios anos e por esse motivo € considerado como
um teste presuntivo, pois ndo é possivel afirmar se a leishmaniose se trata de
doenca atual ou pregressa. Por se tratar de um teste que avalia apenas a reacgao
imunitaria celular, o IDRM n&o tem sido mais utilizado por ndo ser muito eficaz
(CARVALHO; BACELLAR; CARVALHO, 2022; ESTUMANO; SA; MACEDO, 2020;
GONTIJO; CARVALHO, 2003; BRASIL, Ministério da Saude, 2017).

Também sao utilizados testes sorolégicos para diagnosticos como o
imunofluorescéncia indireta — IFAT e ensaio imunoenzimatico — ELISA. Esses
testes, assim como o IDRM, detectam anticorpos anti-Leishmania, mas geralmente
estdo associados a uma resposta humoral exacerbada. Em contrapartida, esses
testes diagndsticos para LC podem apresentar taxas variaveis de especificidade e
sensibilidade (ANVERSA et al., 2018).

O sucesso do tratamento para os individuos diagnosticados com
leishmaniose vai depender de inumeros fatores, como os fatores genéticos do
hospedeiro, resposta imune e a forma clinica da doenga, como ja citado
anteriormente. Além disso, para um tratamento eficaz também deve-se levar em
consideragdo a qualidade e dosagem da droga, tempo de tratamento e
caracteristicas especificas do parasita como sensibilidade ao tratamento e
resisténcia a medicacao (ANVERSA et al., 2018). A droga de primeira escolha para
todas as formas clinicas da leishmaniose sdo os antimoniais pentavalentes (Sb*®)
encontrados em duas formas: o antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®) e o
estibogluconato de sodio (Pentostan®), ambos interagem na bioenergética do

parasita na forma amastigota agindo na redugéo da produgéo de ATP e biossintese

32



molecular, uma vez que vai inibir a atividade glicolitica e oxidativa dos acidos graxos
(ANVERSA et al., 2018; BRASIL, Ministério da Saude, 2017).

Para que o esquema terapéutico seja padronizado, a Organizagao Mundial
da Saude (OMS) recomenda que a dose administrada do antimonial seja calculada
em miligramas da droga por quilograma de peso corporal por dia (mg Sb**/kg/dia). A
administragao pode ser realizada por via intramuscular, sendo esta um pouco mais
inconveniente por apresentar dor local, ou por via endovenosa, que € considerada
mais adequada pois permite a administracdo de grandes volumes e sem o
inconveniente da dor local (BRASIL, 2018).

Uma outra droga que é disponibilizada desde 2018 pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) para tratamento da LC é a miltefosina, no qual a dose preconizada
para adultos é de 2,5 mg/kg/dia, com dose maxima de 150 mg/dia por via oral,
durante o periodo de 28 dias (BRASIL, 2018).

Mesmo os antimoniais pentavalentes tendo wuma eficacia de
aproximadamente 90%, essas drogas possuem uma alta toxicidade e muitos efeitos
adversos que, na maioria das vezes, sao leves ou moderados e n&o necessita haver
a suspensao do tratamento, como nausea, vOmito, cefaleia, tontura, mialgia, febre,
artralgia, dor abdominal e entre outros. Nos casos em que n&o € possivel utilizar o
antimonial pentavalente, ou que ndo houve resposta terapéutica satisfatoria, a droga
de segunda escolha é a anfotericina B (CROFT, YARDLEY, 2002; BRASIL,
Ministério da Saude, 2017).

A anfotericina B € um antibidtico poliénico com acéo leishmanicida. Essa
droga vai agir por meio da fixagdo com ésteres presentes na membrana plasmatica
e provocando uma maior producdo de Oxido nitrico pelos macrofagos para
eliminagcdo do parasita. A administracdo da anfotericina deve ser realizada por
infusdo lenta em via endovenosa, durando de 4 a 6 horas de administracdo. Por
esse motivo essa droga sé pode ser administrada em ambiente hospitalar. Os
efeitos adversos que podem surgir sdo nauseas, vomitos, febre, cefaleia, flebite,
hipotenséo, cianose, tremores e entre outros (BRASIL, Ministério da Saude, 2017,
TRAJKOVIC et al., 2001).

Além das drogas convencionais, se tem estudado outros tratamentos

alternativos com o objetivo de combater a LC, pois acredita-se que a endemia por
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LC ainda acontece, ndo apenas por causa de fatores socioeconémicos como ja
citado anteriormente, mas porque ainda ha limitagdes nos tratamentos atuais, como
0 numero de drogas limitadas e por serem de administragdo parental provocando
desconforto e baixa adesdo do paciente, e maior custo terapéutico. Diante do
exposto, sdo estudados tratamentos topicos, como gel de buparvaquona, gel de
miltefosina, creme de morfina e entre outros, por se tratar de um método mais
conveniente para a LC. Varios medicamentos em diferentes dosagens estdo sao
estudados e sao associados a um bom resultado terapéutico, principalmente
quando combinados com o tratamento convencional parenteral, como € o caso do
creme de cetoconazol e fluconazol em combinagdo com o glucantime que estdo na
fase de testes pré-clinicos. Dessa forma € possivel que no futuro haja um aumento

no numero de opgdes terapéuticas para o tratamento da LC (AZIM et al., 2021).

2. 3 RESPOSTA IMUNE CONTRA NA LEISHMANIOSE CUTANEA

Ao invadir o hospedeiro, a Leishmania vai interagir com inumeras células do
sistema imune inato, modulando seus fendtipos e fungdes, como também com a
resposta imune adaptativa. Além disso, também contribuindo para o
estabelecimento da infecgéo, a saliva do flebotomineo possui componentes que séao

vasodilatadores, anticoagulante e de efeito imunoregulador (FILHO et al., 2021).

A resposta imune se inicia quando a promastigota € inoculada na pele do
hospedeiro e interage com componentes do soro, ativando o sistema complemento,
bem como a via classica e alternativa (FILHO et al., 2021). A resposta imune contra
o0 parasita costuma ser rapida e eficiente, eliminando cerca de 90% das
promastigotas logo apés a inoculagdo (VON STEBUT, 2007). No entanto, o parasita
desenvolveu um mecanismo de resisténcia para contornar o processo de lise que
normalmente ocorreria. Esse mecanismo envolve a expressao de proteinas
quinases que inibem a ativagao do sistema complemento pelas Leishmanias, além
de possuir moléculas em sua superficie que previnem a lise e morte do parasita,

facilitando o processo de internalizagéo da Leishmania (FILHO et al., 2021).

Uma variedade de células sentinelas que estdo presentes no local da
inoculagdo como os macrofagos, mastdcitos, queratindcitos e outras células
expressam uma variedade de receptores de reconhecimento de padrao (do inglés,

pattern recognition receptors - PRRs) que reconhecem padrbes moleculares
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associados a patoégenos (do inglés, pathogen-associated molecular patterns —
PAMPs) e estimulam a fagocitose de microrganismos. A cascata de ativacdo da
resposta imune inata e adaptativa se inicia entdo com a expressao de receptores de
citocinas e producado de quimiocinas por essas células presentes no tecido. As
células ativadas sofrem modificagbes morfolégicas e funcionais que levam a
fagocitose do parasita e estresse oxidativo (COSTA-DA-SILVA et al., 2022).

O controle ou a progressao da infecgao por Leishmania tem sido associada
com a resposta imune pro-inflamatéria e anti-inflamatoria. Enquanto uma resposta
Th1 é caracterizada por uma resposta por-inflamatéria com producédo de citocinas
como IL-12, IL-2, IFNy e TNF e ativacdo de macrofagos, a resposta Th2 é
caracterizada por uma resposta anti-inflamatéria, com a producgao de citocinas como
IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, e inibicAdo de macréfagos, contribuindo para a sobrevivéncia

do parasita, progresséao e cronicidade da doenga (GABRIEL et al., 2019).

2. 3. 1 RESPOSTA IMUNE INATA NA LEISHMANIOSE CUTANEA

As células que fazem parte do sistema imune inato sdo os neutrofilos,
macrofagos, células dendriticas e células natural killer (NK). A primeira célula do
sistema imune inato a chegar ao sitio da infecgdo sao os neutréfilos. Em geral, o
neutréfilo age eliminando o parasita por meio da fagocitose da Leishmania e
producao de fatores microbicidas intracelulares e extracelulares, como espécies
reativas de oxigénio (ROS) e armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs). No
entanto, a Leishmania possui mecanismos que auxiliam a sua sobrevivéncia dentro
dos neutréfilos, como a inibicdo da biogénese do fagolisossoma, a prevengao do
estresse oxidativo e retardo da apoptose do neutréfilo (COSTA-DA-SILVA et al.,
2022). Além disso, os neutrofilos infectados produzem uma variedade de citocinas e
quimiocinas que tem a fungdo de atrair demais neutréfilos e células do sistema
monocitico fagocitario que participam da fagocitose dos mesmos. No entanto, essa
producdo de citocinas também resulta na limitagdo da ativagdo dessas células,
reduzindo a apresentacédo do antigeno de Leishmania e a expressdo de marcadores
de ativagdo de superficie. Isso favorece a sobrevivéncia e a patologia da
Leishmania (DUBIE; MOHAMMED, 2020; HURRELL; REGLI; TACCHINI-COTTIER,
2016).
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Uma vez que os neutrdfilos infectados sédo fagocitados pelos macréfagos
recrutados, ha a secreg¢ao de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-3 pelos
macrofagos e, consequentemente, redugdo de citocinas pré-inflamatérias como
IFNy e TNF auxiliando que o parasito sobreviva nos macrofagos. O real papel dos
neutrofilos contra a infec¢ao da Leishmania ainda ndo é bem elucidado e sua fungao
vai depender da espécie de Leishmania envolvida e fatores do hospedeiro (FIGURA
7) (DUBIE; MOHAMMED, 2020; HURRELL; REGLI; TACCHINI-COTTIER, 2016).

Figura 7 — Resposta imune inata na leishmaniose cutanea
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Legenda: Apés a infecgdo por Leishmania, os neutrofilos secretam ROS e NETs
com o intuito de eliminar o parasita. Os macréfagos se diferenciam em macréfagos
M1, que induzem uma resposta Th1 protetora, e em macréfagos M2, que induzem
uma resposta Th2 favorecendo a progresséo da doencga. As células dendriticas sado

a ponte entre a resposta imune inata e a resposta imune adaptativa e produzem

citocinas pro-inflamatdérias que irdo induzir uma resposta Th1, ou pode bloquear a
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citocina IL-12 induzindo uma resposta Th2. Células NK vao agir destruindo células
fagocitarias infectadas e produzem citocinas que ativam novas células de sistema

monocitico fagocitario para eliminagdo do parasita e controle da infecgao.
Fonte: Elaborado pela autora no BioRender®, 2025.

Outra célula que é essencial na patogénese da infecgao por Leishmania séo
os macrofagos. Os macrofagos podem se diferenciar em duas linhagens celulares
diferentes: M1 ou M2. Os macrofagos M1, também conhecidos como classicamente
ativados, possuem propriedades microbicidas e sdo capazes de matar e eliminar o
parasita através da producao de citocinas pré-inflamatérias, como IFNy e TNF, e
expressao oxido nitrico (NO), estimulando uma resposta Th1 responsavel pelo
controle da infecgdo reduzindo o numero de lesdes e parasitas. Além de serem
responsaveis pela eliminagdo do parasita, os macrofagos quando diferenciados na
linhagem M2, também conhecidos como alternamente ativados, estdo associados
ao reparo tecidual e sao células cruciais para a sobrevivéncia, replicacdo e
diferenciagdo da Leishmania, uma vez que aumentam a producdo de citocinas
inflamatérias como IL-10 e TGF-B, impulsionando uma resposta Th2 e
consequentemente a progressao da doenga (FIGURA 8) (COSTA-DA-SILVA et al.,
2022; GABRIEL et al., 2019).

Figura 8 — Impacto da Leishmania nas linhagens de macréfagos
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Legenda: Apds o macréfago fagocitar a Leishmania, a célula pode se
diferenciar em duas linhagens: M1 e M2. Macréfagos M1 produzem citocinas
pro-inflamatérias e NO que vai favorecer a resposta Th1, controle da doenga e
reparo tecidual. Macréfagos M2 produzem citocinas inflamatérias e desencadeiam

uma resposta Th2 favorecendo a progresséao da doencga e progressao da leséo.

Fonte: elaborado pela autora no BioRender®, 2025.

Uma célula que é essencial na iniciagdo e regulagcdo de uma resposta imune
efetiva contra a Leishmania, e que também compde o sistema imune inato, sdo as
células dendriticas (DCs). As DCs sao responsaveis por absorver e processar
antigenos, amadurecer e regular moléculas co-estimulatérias, migrar para os
linfonodos e ativar as células T para se diferenciarem em células Th1 efetoras,
mediando a ponte entre o sistema imune inato e o sistema imune adaptativo. E por
meio das DCs que o antigeno de Leishmania é transportado do sitio da infecgao
para os linfonodos para que seja induzida uma resposta T especifica. As DCs
podem induzir uma resposta Th1 secretando IL-12 e IL-27 ou ainda pode induzir
uma resposta Th2 bloqueando a secrecéo de IL-12 (FIGURA 7) (COLLIN; BIGLEY,
2018; HURDAYAL et al., 2020).

Além das células fagocitarias, as células NK também fazem parte do sistema
imune inato. As células NK sdo responsaveis por uma resposta protetora na
infeccdo por Leishmania, uma vez que tem atividade citotoxica, capazes de lisar
macréfagos e DCs infectados e produzem citocinas iniciais antes mesmo da
ativacado da resposta imune adaptativa como IFNy e TNF, que contribuem para a
ativacdo de macrofagos e DCs para eliminagdo dos parasitas intracelulares, que
auxiliara no desenvolvimento da resposta Th1 e consequentemente controle da
infecgao (FIGURA 7) (COSTA-DA-SILVA et al., 2022; MESSLINGER et al., 2018).

2. 3. 2 RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA NA LEISHMANIOSE CUTANEA
Os componentes chaves para o desenvolvimento da resposta imune
adaptativa sdo as células B e as células T e essas células sdo essenciais para o

desfecho da infeccdo por Leishmania. Existem dois subtipos de células B: células

38



B-1 e células B-2. As células B-1 sao células apresentadoras de antigeno (APC) e
responsaveis pela resposta humoral, responsaveis por produzir anticorpos contra
antigenos e fazendo parte da ativagéo de células T. A ativacéo da célula B ocorre
quando o sistema imune do individuo é exposto a um antigeno estranho e uma vez
que esse antigeno € internalizado ha a replicagéo e diferenciagao de células B
efetoras. Ja as células B-2 sio responsaveis pela producdo de anticorpos
especificos e a geracdo da memoria imunolégica (ELMAHALLAWY; ALKHALDI,
SALEH, 2021; GABRIEL et al., 2019).

As células T, por sua vez, possuem receptores de superficie (TCR) que
reconhecem proteinas derivadas de patdgenos vinculadas aos complexos principais
de histocompatibilidade (MHC) nas células apresentadoras de antigenos (APCs). As
células T virgens sao ativadas quando ha o reconhecimento do antigeno codificado
pelo MHC, envolvendo a ligagcéo entre os receptores da célula T e a superficie da
APC (Figura 9).

Citocinas secretadas favorecem, entdo, o desenvolvimento da resposta das
células T especificas para o antigeno reconhecido e a subpopulagdo de memoria,
que sao os linfécitos auxiliares T CD4", irdo se diferenciar em duas subpopulacdes
celulares, tipo 1 (Th1) e tipo 2 (Th2). As células Th1 sao geralmente responsaveis
contra microrganismos intracelulares, como é o caso da Leishmania. As principais
células que fazem parte da resposta Th1 sdo os macréfagos, células T CD8,
células B e células T CD4* (JAWED; DUTTA; MAJUMDAR, 2019).

Na leishmaniose, as células T CD4" estdo envolvidas tanto na progresséo da
doenga como também impedindo a progressdo. Enquanto a resposta Th1 induz que
os macrofagos secretam citocinas pro-inflamatérias como IL-12, IL-18, IFNy e TNF
aumentando a fagocitose e promovendo uma resposta protetora contra a
Leishmania, as células Th2 induzem uma resposta anti-inflamatoria secretando
citocinas como IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e TGF-B promovendo o crescimento e
suscetibilidade do parasita (ELINA PANAHI et al., 2022; JAWED; DUTTA;
MAJUMDAR, 2019). Além disso, a resposta Th2 também vai modular a resposta
Th1 uma vez que as citocinas IL-4, IL-10 e TGF-B diminuem a ativagcdo dos
macrofagos e consequentemente agravam a doenga (YASMIN et al., 2022). Em

sintese, a infecgdo por Leishmania vai envolver tanto uma resposta Th1, que
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promove resisténcia ao parasita, como também uma resposta Th2, que promove

suscetibilidade.

Outra célula que também tem um papel fundamental na infeccdo por
Leishmania sao as células T reguladoras (Treg). As Treg sao subpopulagdes
celulares especializadas de células T CD4" que compreendem varios marcadores e
fatores de transcricdo, como por exemplo CD25*, CD127- e Foxp3®. Na infeccéo por
Leishmania, as células Treg tém mostrado estar envolvidas na patologia da doencga
e persisténcia do parasita. Elas tém sido consideradas as principais supressoras da
atividade antiparasitaria das respostas das células T CD4" ao sintetizar citocinas
como IL-10 e TGF-B, aumentando a suscetibilidade a infeccdo, impedindo a
eliminagdo do parasita e levando a exacerbagcdo da doenga. As células Treg séo
responsaveis por produzir IL-10 e essa citocina tem funcdo de supressao
antimicrobiana e de inibir a ativagdo de células T efetoras (ALLOS et al., 2019;
ELMAHALLAWY; ALKHALDI; SALEH, 2021; YASMIN et al., 2022).

Além da resposta Th1 e Th2, também fazem parte da resposta imune as
células Th17 que esta associada a uma resposta pro-inflamatéria. O perfil Th17 é
ativado quando ha altos niveis de IL-17, citocina produzida pelas células T CD4*. A
IL-17 atua como um modulador essencial da imunidade adaptativa contra a
Leishmania uma vez que se trata de uma citocina pro-inflamatéria e induz outras
células a liberarem mediadores inflamatorios, promovendo o recrutamento dos
neutrofilos para o sitio de infecgdo e sustentando um ambiente inflamatério que
pode estar associado a persisténcia da lesdao (BUNN et al., 2018; GABRIEL et al.,
2019; YASMIN et al., 2022). O real papel das células Treg como das células Th17
ainda nao esta bem elucidado na infecgao contra a Leishmania e se faz necessario
que haja maiores investigagcdes para compreender melhor o uso desses marcadores

para a gravidade da doencga.

As células T CD8" sdo responsaveis pela protecdo contra patégenos
intracelulares como virus, bactérias e protozoarios. No entanto, na leishmaniose o
papel dessa subpopulagdo celular pode estar associado tanto a resposta
imunologica protetiva quanto também mediar a imunopatogénese da doenga
(NOVAIS; SCOTT, 2015). Essas células possuem atividade citotdéxica e podem

desempenhar uma protegdo imunoldogica através da produgcdo de citocinas
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pro-inflamatérias como IFNy e TNF. Além disso, a produgdo de citocinas pelas
células T CD8" contribuem para desencadear uma resposta Th1 protetora, por meio
da polarizagdo das células T CD4*, e essa producdo de citocinas através de
mecanismos citotdéxicos que incluem perforina e granzimas desencadeiam uma
participagdo das células T CD8" contra a infecgao por Leishmania (RODRIGUES et
al., 2021).

No entanto, também foi observado que em alguns casos as células T CD8*
apresentam uma reduzida capacidade citotoxica e de producado de citocinas. Isso
pode estar associado ao estado crénico de exaustao celular e consequentemente
promover a progressao da doenca (DUBIE; MOHAMMED, 2020). As células T CD8*
possuem a capacidade de lisar macrofagos autdlogos infectados e foi observado
que nas células que expressaram marcadores citoliticos, como CD107 e Granzima
B*, encontrados nas células T CD8" de pacientes com LC, a frequéncia de
Granzima B foi associada ao tamanho da lesdo. Além de disso, também foi
observado que uma alta porcentagem de Granzima B* encontrado nas bidpsias de
pacientes com LC esta relacionado com o processo de necrose mais intenso,
levando a conclusdo de que as células T CD8" estdo envolvidas tanto no processo
de cura da doenga como também mediando o dano tecidual (FIGURA 9) (SANTOS
et al., 2013).
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Figura 9 — Diferenciagao das células T ao reconhecerem o antigeno de

Leishmania
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Legenda: Célula T virgem ao reconhecerem o antigeno de Leishmania pelo MHC
sdo ativadas e tornam-se células T especificas: T CD4" e T CD8". As células T CD4*
originam células Th1, Th2, Th17 e Treg. Células Th1 secretam citocinas
pro-inflamatérias como IL-12, IL-18, IFNy e TNF. Células Th2 secretam citocinas
inflamatérias como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Células Th17 secreta a citocina IL-17.

Células Treg secretam citocinas como IL-10 e TGF-.

Fonte: elaborado pela autora no BioRender®, 2025.

2. 4 EXAUSTAO CELULAR NA LEISHMANIOSE CUTANEA

Muito se discute sobre o que pode levar a cura ou cronificacdo da
leishmaniose cutanea (LC) e a compreenséo limitada da complexidade da resposta
imunoldgica do hospedeiro, bem como a complexidade do parasita, € o que dificulta

a encontrar estratégias para evitar a cronificagdo da doenga. Na busca pelo melhor
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entendimento desse fendmeno tem-se investigado a associacado entre a exaustao
celular e a cronificagéo da LC.

A exaustido de células T é caracterizada pela perda progressiva das fungoes
efetoras e € mediada pelo aumento da expressao de receptores inibitérios, como
por exemplo o receptor de morte celular programada 1 (PD-1, do inglés
Programmed cell death 1), o qual reduz a capacidade proliferativa e produgédo de
citocinas inflamatdrias ao interagir com seus ligantes PD-L1/PD-L2 (BARROSO et
al., 2018; DA FONSECA-MARTINS et al., 2021; GONZALEZ-TAFOYA et al., 2020).
O PD-1 também pode ser encontrado em células natural killer (NK), células B e
monacitos ativados. Ja o seu ligante PD-L1 pode ser encontrado em outros tipos
celulares, como neutroéfilos, células B, células dendriticas, mondcitos e em diversas
células nao-hematopoiéticas (BARROSO et al., 2018; DA FONSECA-MARTINS et
al., 2021).

A expressao de PD-1 é induzida uma vez que ha a ativagcado do receptor de
células T (TCR) pelas células T virgens. Quando ndo ha mais essa sinalizagdo no
TCR, a expressdo de PD-1 tende a diminuir. Todavia, com a persisténcia do
antigeno, como pode acontecer no caso da LC, a estimulacdo do TCR é mantida
pelo epitopo na ativagéo crénica (SIMON; LABARRIERE, 2018).

Dessa forma, a via PD-1/PD-L1 tem uma dupla funcdo. Por um lado, pode
inibir a proliferacdo de células T, uma vez que a ligacdo do receptor com o seu
ligante atua atenuando a sinalizaggo do TCR (SAEIDI et al.,, 2018) e
consequentemente auxiliando o patégeno a invadir o sistema imune (DA
FONSECA-MARTINS et al., 2021). Como, por outro lado, também pode aumentar a
proliferacdo de células T, como foi observado em um estudo onde utilizou-se B7-H1,
que € uma molécula transmembrana idéntica ao PD-L1 humano, para estimular
células T provenientes de células mononucleares do sangue periférico (PBMC, do
inglés peripheral blood mononuclear cell) humanas, e foi possivel constatar que o
B7-H1 foi capaz de promover e co-estimular a proliferacdo de células T, dessa
maneira auxiliando o sistema imune no combate ao patégeno (DA
FONSECA-MARTINS et al., 2021).

A expressao isolada do PD-1 por si s6 ndo caracteriza o estado de exaustao,
mas sim o conjunto da expressao de multiplos receptores co-inibitérios (SAEIDI et
al.,, 2018). Dessa forma, outros receptores inibitérios que também podem atuar

juntamente com o PD-1 para a exaustdo de células T sdo as imunoglobulinas-3 de
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célula T (TIM-3, do inglés T cell immunoglobulin-3); proteina 4 associada a linfécito
T citotdéxico (CTLA-4, do inglés Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4); gene-3
de ativagcdo de linfécito (LAG-3, do inglés Lymphocyte activation gene-3); 2B4
(CD244), CD160 e imunoglobulina de célula T e dominio ITIM (TIGIT) (GARCIA DE
MOURA et al., 2021; SAEIDI et al., 2018).

O papel desses receptores tem sido estudado na LC, uma vez que esse
fendtipo de exaustdo de células T tém sido encontrado nos pacientes que
apresentam a cronificagdo da doenca (GARCIA DE MOURA et al., 2021;
GONZALEZ-TAFOYA et al., 2020). Acredita-se que este fendmeno acontece em
resposta a exposi¢cao prolongada ao antigeno e as citocinas pré-inflamatérias locais,
fazendo com que haja a ativagao constante das células T e consequente inducéo ou
estimulo ao fenétipo de exaustdo (GONZALEZ-TAFOYA et al., 2020).

Alguns estudos demonstraram que as células T quando expostas a
exposicao prolongada ao antigeno de Leishmania e inflamagéo crénica aumentam a
interacao e expressao do complexo PD-1/PD-L1, o que ocorre ndo apenas durante
o curso da LC, mas também pode persistir apos o tratamento (FREITAS E SILVA et
al., 2020; GONZALEZ-TAFOYA et al., 2020).

Além do aumento da expressdo do complexo PD-1/PD-L1, essa exposi¢cao
persistente ao antigeno também ira ativar as células do sistema imune inato com a
producado exacerbada de citocinas pré-inflamatérias contribuindo para a inflamacgao
crénica e consequentemente a um fenétipo de exaustdo (GONZALEZ-TAFOYA et
al., 2020). Dentre essas citocinas, destaca-se o fator de necrose tumoral (TNF).

O TNF é uma das citocinas pré-inflamatérias que tém sido estudada como
grande mediadora da exaustao celular, e € de grande importancia nas infecgbes
cronicas, uma vez que pode mediar o processo inflamatério e combater a infecgao
na fase inicial. Todavia, uma resposta inflamatoéria exacerbada na LC pode induzir a
disfungdo de células T na fase cronica, pois a exposigédo persistente ao antigeno
contribui para a inflamacao crbnica e consequentemente com o fendtipo de
exaustao auxiliando para a progressao da lesdo e exacerbagao da doenca (CUNHA
et al., 2020; GONZALEZ-TAFOYA et al., 2020).

O TNF pode ser produzido pelos macrofagos e células dendriticas de
individuos infectados por Leishmania e em niveis elevados, como acontece na fase

cronica da LC, induz a elevacao de PD-1 pelas células T CD4" e expressao de seu
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ligante PD-L1, e tem papel fundamental na exaustdo de células T (DA
FONSECA-MARTINS et al., 2021; GONZALEZ-TAFOYA et al., 2020).

Em relacdo a essa exaustao de células T, um importante achado € que as T
CD4" adquirem um perfil de exaustao primeiro do que as células T CD8". Sugere-se
que, uma vez que estes ainda apresentam marcadores de atividade citotéxica como
o CD107a, que é um marcador de degranulagao celular, em infec¢gbées crénicas por
Leishmania. Dessa forma, entende-se que células T CD8+ precisam de um maior
nivel de expressdo de PD-1 para sua completa inativagdo, do que células T CD4
(CUNHA et al., 2020; GONZALEZ-TAFOYA et al., 2020).

Um estudo realizado com pacientes diagnosticados com leishmaniose
cutanea, infectados por Leishmania braziliensis, observou uma expansao do
marcador CD107a em células T citotdxicas, principalmente na fase em que os
pacientes estavam em tratamento com o antimonial, inferindo assim seu papel na
cura da doenca (CUNHA et al., 2020).

Além das citocinas que contribuem para a exaustao celular, também tem sido
identificado fatores de transcricdo que induzem um programa de transcricdo para
esse perfil (SCOTT; NOVAIS, 2016). Sabe-se que o fator de transcricdo do fator
nuclear de células T ativadas (NFAT, do inglés nuclear factor of activated T cells) é
responsavel pela ativagcao de células T, todavia, também tem sido observado como
um redutor dessa ativacdo quando ha a exposig¢ao da ativagdo do TCR das células
T na auséncia de sinais estimulatorios positivos ou na presencga de sinais negativos
(MARTINEZ et al., 2015).

Um dos maiores fatores de transcricdo associado a exaustdo de células T
identificado foi o TOX (do inglés, Thymocyte selection-associated high mobility
group box protein). Observou-se que ha alta expressao do TOX, que é regulado
pelo NFAT, presente em células T disfuncionais, e que este é aumentado
progressivamente pela estimulagdo do TCR, correlacionando-se com a alta
expressdo de receptores inibitorios (NUSSING; TRAPANI; PARISH, 2020; PHILIP;
SCHIETINGER, 2022; SCOTT; NOVAIS, 2016).

O TOX ¢é responsavel pelo desenvolvimento da linhagem de células T CD4,
NK e células linfoides. Porém, o que se tem observado € que esse fator de
transcricdo também participa de maneira importante na diferenciacao de células T
CD8 durante a infecgao, desenvolvimento de tumores e autoimunidade (PHILIP;
SCHIETINGER, 2022).
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Em um estudo foi possivel identificar que a expressao de TOX reduziu a
producao de citocinas enquanto aumenta PD-1, como também foi possivel observar
que a expressado de TOX induziu genes de exaustdo como receptores inibitdrios e
fatores de transcricdo e reprimiu genes associados a memoéria imunolégica (KHAN
et al., 2019).

Diante do exposto, é possivel inferir que receptores inibitérios e fatores de
transcricdo tém sido marcadores chave que contribuem para o fenétipo de exaustao
das células T e cronificagdo da leishmaniose cutédnea. Estudos nessas areas podem
auxiliar na elucidacdo do mecanismo da resposta imunolégica de pacientes com
essa doenca, bem como no desenvolvimento de solugdes terapéuticas mais
eficazes para resolucao e cura da LC.

Nesse estudo, avaliamos alguns dos principais receptores que podem estar
envolvidos na exaustao de células T, juntamente com algumas citocinas que podem

ser relevantes para a persisténcia ou resolugado da doenca:

Quadro 1: Receptores e citocinas que podem estar envolvidos na exaustéo de

células T.
RECEPTOR OU FUNCAO
CITOCINA
PD-1 Marcador de exaustao de células T, inibe a proliferagao e
funcao efetora.

TIM-3 Receptor inibitério associado a disfuncao de células T.
TIGIT Inibidor da ativacéo de células T, regulagao negativa.
CD160 Modula a atividade citotdxica das células T.

TOX Fator de transcricao que mantém o estado de exaustao

celular.
CD28 Receptor co-estimulatorio essencial para ativagao e
proliferacdo de células T.
2B4 Modula a fungao das células T; pode atuar tanto na ativacao
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quanto na inibicado das mesmas.

Granzima B Enzima citotoxica que elimina células infectadas.
IL-10 Citocina antiinflamatoria que regula a resposta imune.
TNF Citocina pro-inflamatdria que promove a ativagao de

macrofagos e recrutamento celular.
IL-6 Citocina pro-inflamatdria envolvida no recrutamento de
neutrofilos.
IL-18 Citocina pro-inflamatéria que contribui para a ativagao de
células T.
IL-8 Citocina que promove o recrutamento de neutroéfilos.
IL-12 Citocina pro-inflamatdria essencial para a diferenciagao de

células T CD4" em Th1 e produgao de IFN-y.

Fonte: elaborado pela autora, 2025.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar marcadores de exaustao celular em linfécitos T na leishmaniose

cutanea.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar os pacientes deste estudo quanto aos aspectos clinicos,
epidemiologicos e laboratoriais; ldentificar em células mononucleadas do
sangue periférico dos pacientes com LC os perfis de linfécitos T CD4conv, T
CD8*, T reguladoras e T duplo-negativas;

e Determinar nos sub-perfis de células T a expressao e co-expressdo dos
receptores PD-1, TIM-3, TOX, TIGIT, 2B4, CD160, CD28 e Granzima B;

e Mensurar a produgao das citocinas TNF, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13 e IL-8 em
células mononucleares estimuladas in vitro com antigeno total de
Leishmania;

e Avaliar a expresséo génica in silico de marcadores de exaustao em células T.
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4 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose cutédnea (LC) é uma doenga negligenciada que afeta milhares
de pessoas globalmente, com repercussodes significativas no campo econémico e
psicossocial (GRIFFERTY et al., 2021). No Brasil, o numero de casos continua
elevado, tornando essencial o desenvolvimento de estratégias eficazes de controle
e tratamento (BUZANOVSKY et al.,, 2020). Um dos principais desafios para o
avanco de novas terapias e vacinas contra a LC é o conhecimento ainda complexo
sobre a complexidade da resposta imunoloégica do hospedeiro, especialmente no
que diz respeito aos mecanismos de ativagao, regulagao e exaustdo das células T
durante a infecgao.

A imunidade protetora contra a Leishmania depende da ativagao e expansao
de clones de linfécitos T CD4" que reconhecem epitopos do parasita e produzem
citocinas do perfil Th1, sendo o IFN-y o principal mediador da ativacdo de
macrofagos para a eliminagdo do patogeno (ELINA PANAHI et al., 2022; JAWED;
DUTTA; MAJUMDAR, 2019). No entanto, diferentes infec¢des crbnicas, incluindo a
leishmaniose, sdo capazes de induzir a expressao de receptores inibitérios em
células T e células apresentadoras de antigeno (APCs), como PD-1, TIM-3 e TIGIT,
limitando a resposta imune e favorecendo a persisténcia do parasita (MURPHY;
MURPHY, 2010). Além disso, ha evidéncias de que o estado de exaustédo celular
pode levar a perda progressiva da diversidade do repertério de receptores de
células T (TCR), reduzindo a capacidade do sistema imune de reconhecer e eliminar
o patogeno de forma eficaz (DA FONSECA-MARTINS et al., 2021).

Estudos prévios do nosso grupo demonstraram, em modelo experimental de
LC, uma alta frequéncia de linfécitos T efetores expressando PD-1 na lesao ativa,
assim como a presenca de PD-L1 em diferentes subtipos de APCs. No entanto,
ainda ha lacunas na compreensao da resposta imune em pacientes com LC,
principalmente no que diz respeito a distribuigdo e funcionalidade dessas células em
diferentes compartimentos organicos e ao impacto da coexpressdo de multiplos
receptores inibitérios na regulagdo da resposta inflamatéria (FREITAS E SILVA et
al., 2020). Dessa forma, a realizacdo de ensaios de citometria de fluxo se torna
essencial para caracterizar os fendtipos celulares associados a exaustao e ativagao
das células T, permitindo a identificacdo de padrdes especificos da infecgao e sua

evolucao apos o tratamento.
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Além disso, a quantificagcdo de citocinas inflamatérias e reguladoras
complementa a investigagdo dos mecanismos imunoldgicos envolvidos na doenga,
permitindo avaliar a produg¢ao de mediadores que desempenham papéis centrais na
modulagao da resposta imune contra Leishmania. A analise desses mediadores é
fundamental para entender o equilibrio entre resposta protetora e dano tecidual,
assim como o impacto da inflamag&o na persisténcia da infecgdo (ELINA PANAHI et
al., 2022; JAWED; DUTTA; MAJUMDAR, 2019).

Por fim, a investigacdo do perfil génico por RNAseq permite identificar
assinaturas moleculares associadas a exaustdo celular, ativacdo imunologica e
regulacdo da resposta inflamatoria em lesdes de LC, possibilitando uma visdo mais
abrangente da dinamica imunoldgica envolvida na infecgdo (AMORIM et al., 2019).
A integragdo desses dados € crucial para esclarecer o papel dos receptores
inibitérios, a funcionalidade das células T e a regulacado da resposta inflamatdria ao
longo da progressao da doenga e apds o tratamento.

Portanto, a caracterizacdo detalhada da resposta imune na LC, combinando
analises fenotipicas, funcionais e transcriptdmicas, € de extrema importancia para a
compreensao dos mecanismos que determinam a persisténcia ou resolugao da
infecgcdo. Esses achados poderdo contribuir para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas imunomoduladoras e para a melhoria das estratégias de

controle da doenca.
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5 MATERIAIS E METODO

5.1 POPULACAO DE ESTUDO E CONSIDERACOES ETICAS (deixar claro quais
testes positivos)

Os pacientes do presente estudo foram procedentes de area endémica para
LC em Pernambuco, captados pelo Sistema de Referéncia em Leishmanioses.
Foram selecionados 49 pacientes, dos quais 27 eram portadores de lesbes ativas
antes do tratamento, de ambos os sexos, com idades variadas, e 22 pacientes
pos-tratamento. Além disso, também participaram do estudo 33 controles saudaveis
compostos por estudantes da Universidade Federal de Pernambuco e funcionarios
do Instituto Aggeu Magalhdes. O total de 9 pacientes com a doenga ativa
participaram do ensaio de citometria de fluxo, enquanto 18 pacientes com a doenca
ativa participaram do ensaio de avaliagdo das citocinas. Dos pacientes do grupo
pos-tratamento, 15 pacientes participaram do ensaio de citometria de fluxo,

enquanto 7 participaram do ensaio da avaliagdo das citocinas.

Os pacientes receberam atendimento ambulatorial, onde ficaram cientes do
objetivo do estudo. Foram acompanhados para realizagdo de procedimentos para
coleta de 30 ml de sangue antes do tratamento e apds tratamento quimioterapico
com Glucantime® (antimoniato de N-metilglucamina). Prosseguimos com os
procedimentos para coleta de sangue somente apds o paciente concordar em
assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICES A, B e
C). O grupo controle foi composto por 16 individuos que participaram do ensaio de
citometria de fluxo e 17 individuos que participaram do ensaio de avaliacdo das
citocinas, constituido por individuos saudaveis, residentes em area nao endémica, e
somente apods concordar em assinar o TCLE (APENDICE D). Foi coletado 30 ml de

sangue de todos 0s grupos.

O material sanguineo coletado foi processado e marcado no departamento de
Imunologia do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM) e as amostras foram fixadas e
analisadas em citémetro de fluxo. Os protocolos experimentais dessa pesquisa
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do IAM/FIOCRUZ
(11083812.7.0000.5190) (ANEXO A) e o projeto foi pautado conforme o Cdédigo de
Etica, Resolucdo CNS 466/12 e complementares. Além da avaliacdo clinica e

epidemiologica, os pacientes foram submetidos a alguns procedimentos
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laboratoriais para confirmag¢ao da doenca com o apoio do Servico de Referéncia em
Leishmanioses (SRL) do IAM. Os exames incluiram: pesquisa direta; puncgéo
aspirativa de borda de lesao; biopsia; reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e/ou

imunofluorescéncia indireta (IF1).

5.2 CULTURA DE L. (V.) braziliensis E OBTENCAO DO ANTIGENO

Formas promastigotas (cepa MHOM/BR/75/M2903), cultivadas in vitro, foram
expandidas em meio de cultura Schneider’s (Sigma, St. Louis, MO) suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibi6tico (100Ul/ml de penicilina e 100ug/ml
de estreptomicina; Sigma, St. Louis, MO) até a fase de crescimento exponencial. A
massa parasitaria foi entdo submetida a duas lavagens com salina tamponada (PBS
— pH 7,2) através de centrifugagdes a 2200x rpm, por 10 minutos, a 4°C. Em
seguida, o pellet foi ressuspendido em 750ul de tampao de lise branda e 250ul de
inibidor de protease. A suspensao foi colocada em tubos eppendorf, congeladas e
descongeladas em nitrogénio liquido e banho-maria até as células estarem
completamente lisadas. Posteriormente a suspenséo foi centrifugada a 4°C, 10.000
x g por 15 minutos. O sobrenadante, correspondente a fragdo soluvel das proteinas,
foi coletado e guardado para que fosse submetido a uma dosagem proteica
segundo o método de Bradford (1976) modificado por Read & Northcote (1981).
Apoés a quantificagdo, as fragdes antigénicas foram armazenadas a -80°C para que
posteriormente fossem utilizadas para realizacdo de estimulo em cultura de células

mononucleares do sangue periférico.

5.3 OBTENGCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO
(PBMC) DOS PACIENTES SELECIONADOS

Foi coletado trinta mililitros (30ml) de sangue periférico de pacientes e
controles. O sangue foi diluido em meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil)
na proporcdo de 2:1 e transferido para tubos cdnicos contendo Ficoll-Hypaque
(Amersham Bioscience, Uppsala, Suécia). Os tubos foram submetidos a
centrifugacédo de 400 x g por 35 minutos para obtencdo da camada de PBMC. Apés
coleta das PBMCs, as células foram lavadas duas vezes com 10 ml de meio RPMI
1640 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e submetidas a centrifugacado de 300 x g por
10 minutos. Apos o descarte do sobrenadante, o sedimento foi ressuspendido em

meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suplementado com 10 %
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de SFB (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 1% de antibiético (100Ul/ml de penicilina e
100ul de estreptomicina; Sigma, St. Louis, MO). Foi entédo retirada 10pl de uma
aliquota da suspensao celular, diluida em 90ul de azul de trypan (Sigma, St. Louis,

MO) para quantificagdo em camara de Neubauer.

ApoOs separagédo e contagem, parte das PBMCs foram submetidas a cultura

com antigeno de L. braziliensis e outra parte submetida a marcagao celular.

5.4 CULTURA DAS PBMC COM ANTIGENO TOTAL DE L. braziliensis

Apds a separagédo das PBMC, 1x10° células em 1 ml foram colocadas em
cultura. A cultura foi realizada utilizando meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab,
Campinas, SP, Brasil), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab,
Campinas, SP, Brasil) e 1% de antibiético (100Ul/ml de penicilina e 100ul de
estreptomicina; Sigma, St. Louis, MO) por 72h em estufa 37°C com 5% de COZ2.
Para cada paciente e controle foram mantidas duas culturas: uma com estimulo de
antigeno total de L. braziliensis na concentracdo de 10ul/ml e outra sem estimulo.
Apods o periodo de cultura, as células foram centrifugadas a 300 x g por 10 minutos
e os sobrenadantes coletados e armazenados a -80°C para posteriormente ser

realizada a avaliagao de citocinas.

5.5 AVALIACAO DE CITOCINAS

As citocinas foram mensuradas em sobrenadante de cultura de pacientes e
controles utilizado o kit CBA humano inflamatério (BD™ Cytometric Bead Array
CBA, Catalogo #551811, BD Bioscience, San Jose, CA). As citocinas avaliadas
foram TNF, IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-1B e IL-8 e foram seguidas as recomendacgdes
do fabricante para o ensaio. O limiar de detec¢ao para cada citocina analisada esta

disposto no quadro abaixo (Quadro 2).
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Quadro 2 — Limiar de detecgao das citocinas

Limite de
Citocina deteccao
(pg/mL)
IL-1B 7.2
IL-6 2.5
IL-8 3.6
IL-10 3.3
IL-12p70 1.9
TNF Sl

Fonte: elaborado pela autora, 2025.

5.6 CITOMETRIA DE FLUXO (ex vivo)

Realizamos analises por citometria de fluxo para identificar e quantificar as
populagbes e subpopulagdes de linfécitos T. As PBMCs (1x10°) foram transferidas
para tubos de poliestireno e foram suspensas em 2 ml de PBS. Em seguida foram
centrifugadas a 400 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo desprezado e, em
seguida, adicionado 50ul do mix de anticorpos de superficie conforme tabelas 1 e 2,
respectivo a cada painel (Painel A= anti- CD3, CD4, CDS8, PD-1, TIM-3, TIGIT,
Painel B= anti- CD3, CD4, CD8, PD-1, CD160, 2B4, CD28). As células foram entao
incubadas durante 20 minutos ao abrigo da luz a 8°C. Apds o tempo de incubagao,
foi adicionado 2 ml de PBS aos tubos e centrifugados por 10 minutos a 400 x g e em
seguida descartado o sobrenadante. Essa etapa foi realizada 2 vezes. Em seguida,
foi adicionado 200ul de Fix/Buffer (Invitrogen/ThermoFisher) e as células foram
incubadas por 20 minutos ao abrigo da luz e em temperatura ambiente. Apos o
tempo de incubacgao, foi adicionado 2 ml de Perm/Buffer (Invitrogen/ThermoFisher)
aos tubos e centrifugados por 10 minutos a 400 x g e em seguida descartado o

sobrenadante. Essa etapa foi realizada 2 vezes. Na etapa seguinte, foi adicionado
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50ul do mix de anticorpos intracelulares, conforme quadros 3 e 4, respectivo a cada
painel (Painel A= anti- FOXP3 e TOX; Painel B= anti- GRAZIMA B). As células
foram entdo incubadas por 20 minutos ao abrigo da luz a 8°C. Apds o tempo de
incubacéao, foi adicionado 2 ml de Perm/Buffer aos tubos e centrifugados por 10
minutos a 400 x g e em seguida descartado o sobrenadante. Essa etapa foi
realizada 2 vezes. Por fim, as células foram ressuspensas em 200ul de PBS para
serem adquiridas (300.000 eventos/tubo) no citbmetro de fluxo (BD FACS ARIA 1) e
analisadas através do software FlowJo versao 10.9.0 (Tree Star Inc®). Os paineis e

anticorpos utilizados estao descritos nas tabelas 1 e 2.

Quadro 3- Painel A de anticorpos utilizados no estudo

Painel A
Anticorpo Fluorocromo Clone Fabricante

CD3 APC-Cy7 SK7 BD

CD4 BV510 SK3 BD

CD8 PerCP SK1 BD

PD-1 BVv421 EH12.1 BD

FOXP3 APC467 259D BioLegend
TIM-3 PE/DAZZLE594 F38-2E2 BioLegend
TIGIT FITC/AF488 MBSA43 BioLegend
TOX PE TXRX10 ThermoFisher

Fonte: elaborado pela autora, 2025.
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Quadro 4- Painel B de anticorpos utilizados no estudo

Painel B
Anticorpo Fluorocromo Clone Fabricante
CD3 APC-Cy7 SK7 BD
CD4 BV510 SK3 BD
CD8 PerCP SK1 BD
PD-1 BVv421 EH12.1 BD
2B4 PE/DAZZLE594 C1.7 BioLegend
CD28 PE-Cy7 CD28.2 BD
CD160 APC BY55 BioLegend
GRANZIMA B FITC QA16A02 BioLegend

Fonte: elaborado pela autora, 2025.

5.7 ESTRATEGIA DE ANALISE

Para realizagdo das analises de citometria, inicialmente delimitou-se a regido
linfocitaria no grafico de Dispersdo Frontal (FSC-A) versus Dispersdo Lateral
(SSC-A), seguido de FSC-H versus FSC-A, e foi feita a exclusdo dos doublets. A
partir dessa regiao foi possivel construir graficos de fluorescéncia e seus respectivos
histogramas para delimitacdo dos quadrantes e regides de analise. Para a
delimitacdo dos quadrantes utilizou-se como parametro a populagcdo negativa,
titulagdo dos anticorpos e utilizacdo da florescéncia menos um em controles (do
inglés, Fluorescence Minus One — FMO) (Figuras 30-41), sendo esta ultima
essencial para delimitar populacbes mais raras, como as células supressoras
investigadas neste estudo. Os valores considerados para analise da fluorescéncia
foram os do percentual da regido linfocitaria para cada quadrante e
ou/histograma/dotplot. As estratégias de anadlise para cada uma das populacdes

estdo descritas nas Figuras 10 a 18.
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Figura 10 - Exemplo de grafico de FSCxSSC em PBMC com delimitagao na
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Fonte: Dados obtidos no software Flowjo versao 10.9.0.
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CD8 (PerCP)

Figura 11— Estratégia de analise das células T CD4conv
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Figura 12 — Estratégia de analise de multiplas expressoes das células T
CD4conv
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Figura 14 — Estratégia de analise de multiplas expressoées das células Treg
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Figura 16 — Estratégia de analise de multiplas expressoes das células T CD8+
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Figura 17 — Estratégia de analise das células T DN
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Figura 18 — Estratégia de analise de multiplas expressoées das células T DN
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5.8 ANALISE DE DADOS PUBLICOS DE RNA-seq PARA OS MARCADORES DE
INTERESSE

5.8.1 Selecao de dados e pré-processamento
Apdés busca no banco de dados Gene Expression Omnibus (GEO)

(CLOUGH; BARRETT, 2016) pelo termo “Leishmania braziliensis” e com a aplicagao
de filtros que buscassem apenas por amostras humanas que contivessem dados de
expressao génica com contagens brutas provenientes de sequenciamento completo
de RNA, o estudo de Amorim e colaboradores com codigo GSE127831 foi
selecionado (AMORIM et al., 2019). O conjunto de dados contendo a matriz de
contagens brutas e os metadados foram entdo importados para o Rstudio com uso
da biblioteca GEOquery (DAVIS; MELTZER, 2007), os quais foram padronizados a
fim de garantir que as informacbes da matriz de contagem correspondessem

exatamente aos metadados. Posteriormente as contagens foram normalizadas com

63



uso da biblioteca DESeq2 e do método de estimacao dos fatores de tamanho a fim
de evitar as diferencas técnicas como as diferencas de profundidade de

sequenciamento entre as amostras.

5.8.2 Visualizagdo de genes de interesse

Primeiramente, para avaliar se o0s dados eram biologicamente
representativos e apresentavam um comportamento esperado, foi realizada pelo
DESeq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014) a analise de genes diferencialmente
expressos com os valores sendo filtrados para um p ajustado < 0,05.
Posteriormente, com uso da biblioteca ComplexHeatmap (GU, 2022) para visualizar
a expressao dos marcadores de exaustao celular em linfocitos T CD8 (CD274, TOX,
TIGIT, HAVCR2, GZMB, CD28, CD160, LAMP1, CD244 e CD8A) os quais tiveram
seus valores escalonados com uso do método Z-score a fim de melhor destacar as

diferengas entre os grupos do estudo.

5.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada pela versdo 9.3.1 do programa GraphPad
Prism (Dotmatics). Para verificagdo de normalidade realizou-se o teste de
Shapiro-Wilk. Foi realizado o teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney para
comparar tendéncias centrais de amostras independentes e determinar a
significancia estatistica quando as amostras ndo foram normais e o teste t-student
para as amostras que apresentaram normalidade. Todas as conclusdes foram

tomadas no nivel de significancia de 5% (p<0,05 = estatisticamente significativo).
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO CLINICA E SOCIODEMOGRAFICA DA POPULAGCAO
ESTUDADA

Quarenta e nove pacientes participaram do nosso estudo. Para os ensaios de
imunofenotipagem por citometria de fluxo utilizamos nove pacientes que
apresentaram lesado ativa e nao haviam iniciado o esquema terapéutico, fazendo
parte do grupo antes do tratamento (AT) do ensaio e quinze pacientes que ja haviam
finalizado o esquema terapéutico e obtiveram cura clinica, fazendo parte do grupo
pos-tratamento (PT). Para os ensaios de cultura celular e dosagem de citocinas por

CBA foram utilizados dezoito pacientes AT e sete pacientes PT.

A idade dos pacientes com a doenca ativa que fizeram parte do ensaio de
citometria de fluxo variou entre 10 e 65 anos, com predominancia do sexo masculino
(7/9), que apresentaram de 1 a 4 lesbes, estando a maioria delas presentes em
membros inferiores, com duragdo entre 20 dias e 3 meses do inicio da formacao da
lesdo (Quadro 5). Enquanto a idade dos pacientes com a doenga ativa que fizeram
parte do ensaio de CBA variou entre 4 e 88 anos, com predominancia do sexo
masculino (12/18), que apresentaram de 1 a multiplas lesdes, estando a maioria
delas presentes nos membros inferiores, com duracdo entre 8 dias e 1 ano (Quadro
7).

Todos os pacientes foram diagnosticados pelo Servigo de Referéncia em
Leishmanioses do Instituto Aggeu Magalhdes/Fiocruz-PE por meio de pesquisa
direta, puncdo aspirativa de borda de lesdo, bidopsia, reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) e/ou imunofluorescéncia indireta (IFl)pesquisa direta e PCR de
amostras de swab da lesdo, sangue e saliva, levando em consideragao também as

caracteristicas clinicas e epidemioldgicas.

A idade dos pacientes poOs-tratamento que participaram do ensaio de
citometria de fluxo variou entre 15 e 65 anos, com predominancia do sexo masculino
(13/15), com o tempo de coleta apos o tratamento variando entre 2 meses a 3 anos
e 5 meses (Quadro 6). A idade dos pacientes pos-tratamento que participaram do
ensaio de CBA variou entre 19 e 37 anos, predominantemente do sexo masculino
(4/7) (Quadro 8).
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Os controles foram compostos por dezesseis individuos saudaveis para o

ensaio de citometria de fluxo e dezessete individuos saudaveis para o ensaio de

CBA. Os individuos nao possuiam histérico prévio de LC e eram residentes de

areas ndo endémicas, com idade entre 18 e 51 anos.

Quadro 5 - Aspectos clinicos e sociodemograficos dos pacientes antes do

tratamento incluidos no ensaio de citometria de fluxo (imunofenotipagem).

Paciente | Sexo | Idade | Municipio Profissao Local Tempo da N° de
de da lesdo lesdes
residéncia lesdo

1 M 54 Jaboatao Aposentado MID 2 meses 01

anos dos
Guararapes

2 M 31 Séao Mecanico MID 2 meses 01
anos Lourencgo industrial

3 M 58 Recife Empresario Face [ +/-3 meses 01
anos direita

4 M 17 Moreno Estudante Inguinal + 1 més 01
anos

5 F 55 Belo Jardim Do lar - Olho, | +/- 3 meses 04
anos Agricultora MSD

(2x),
MSE

6 M 65 Aldeia Engenheiro MID 2 meses 01
anos

7 F 63 Aldeia Economista MSE 20 dias 01
anos

8 M 45 Moreno - - - -
anos

9 M 10 Moreno - - - -
anos

Fonte: elaborado pela autora, 2025.

Legenda: F: feminino; M: masculino; MSD: membro superior direito; MSE: membro

superior esquerdo; MID: membro inferior direito; MIE: membro inferior esquerdo.
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Quadro 6 - Aspectos clinicos e sociodemograficos dos pacientes

pos-tratamento incluidos no ensaio de citometria de fluxo.

Paciente | Sexo | Idade | Municipio | Profissdao| Tempo de Localizacao
de coleta apods da cicatriz
residéncia tratamento
10 M 25 Moreno Motoboy 11 meses MIE
anos
11 M 15 Moreno Estudante 1anoe8 Nariz
anos meses
12 M 16 Moreno Estudante 1anoe3 MID
anos meses
13 M 65 Moreno Agricultor 9 meses MSD, MID,
anos cabeca,
tronco
14 M 46 Moreno Militar 1anoe7 Abddmen
anos meses
15 M 33 Moreno Operador 2 meses MSD
anos
16 M - - - 1 ano -
17 M 56 Moreno - 1anoe3 -
anos meses
18 M - - - 3anose b5 -
meses
19 M - - - 1anoe 1 -
més
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20 M - - - 9 meses -
21 M - - - 6 meses -
22 M - - - 6 meses -
23 F - - - 5 meses -
24 F - - - 9 meses -

Fonte: elaborado pela autora, 2025.

Legenda: F: feminino; M: masculino; MSD: membro superior direito; MID: membro

inferior direito; MIE: membro inferior esquerdo.

Quadro 7 - Aspectos clinicos e sociodemograficos dos pacientes antes do

tratamento incluidos no ensaio de CBA.

Paciente | Sexo Idade Municipio | Profissdo | Localda | Temp N° de
de lesdo oda lesdes
residéncia lesao
25 M 15 anos Moreno Estudante - - 2
26 M 39 anos Moreno Agricultor 2 2
meses
27 F 72 anos Bonanca | Aposentada MID 1 més 1
28 M 28 anos Moreno Auxiliar de MSE - 2
manutenca
o]
29 M 36 anos Moreno - MSD, - 2
Face
30 M 18 anos Moreno Desempreg - - -
ado
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31 F 44 anos Moreno Doceira MSD 8 dias 1
32 M 29 anos Igarassu Operador | Omoplata | 1 més 1
de maquina

33 F 30 anos Igarassu Do lar MID 15 3

dias
34 F 31 anos Igarassu Do lar MIE, MSD, 15 Multiplas

Tronco dias

35 M 40 anos Igarassu Frentista MSD 25 1
dias

36 M 48 anos Igarassu Encarregad MSD 45 1
ode dias

producao
37 F 4 anos Igarassu Estudante MSD 2 1
meses

38 M 12 anos Igarassu Estudante MID 1 més 1

39 F 33 anos Moreno Agricultora MIE 1 més 1

40 M 37 anos Igarassu Servente MSD 1 ano 1

41 M 88 anos Aldeia Aposentado MIE 1 més 2

42 M 17 anos Moreno Estudante MID 15 1
dias

Fonte: elaborado pela autora, 2025.

Legenda: F: feminino; M: masculino; MSD: membro superior direito; MSE: membro

superior esquerdo; MID: membro inferior direito; MIE: membro inferior esquerdo.
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Quadro 8 - Aspectos clinicos e sociodemograficos dos pacientes

pos-tratamento incluidos no ensaio de CBA.

Paciente Sexo Idade Municipio de Profissao
residéncia

43 M 28 anos Igarassu -
44 F 22 anos Igarassu Do lar
45 F 47 anos Igarassu Agricultora
46 M 37 anos Igarassu Aviarista
47 M 23 anos - -
48 M 19 anos - -
49 F 42 anos - -

Fonte: elaborado pela autora, 2025.

Legenda: F: feminino; M: masculino.

6.2 AVALIAGAO EX VIVO DE CELULAS T CD4conv E RECEPTORES
ASSOCIADOS EM PACIENTES COM LC

Avaliamos, ex vivo, o percentual de células T CD4+, bem como os
percentuais dos receptores PD-1, TIGIT, TIM-3, TOX, 2B4, Granzima B, CD28 e
CD160 nessas células CD4conv, em trés grupos distintos de individuos: controles
saudaveis, pacientes com LC antes do tratamento e pacientes com LC

pos-tratamento.

Ao analisar a frequéncia percentual do receptor PD-1 expresso pelas células
T CD4conv, verificamos valores significativamente maiores no grupo antes do
tratamento quando comparado ao grupo controle (p=0,0081) como também pelo
grupo poés-tratamento quando comparado ao grupo controle (p=0,0054) (Figura
19B). Além disso, também avaliamos as células T CD4conv que co-expressam
PD-1"TIM-3* e PD-1"TIM-3". As células T CD4conv que co-expressam PD-1"TIM-3*
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nao apresentaram nenhuma diferenga estatisticamente significativa (Figura 19C),
diferente das células T CD4conv que co-expressam PD-1"TIM-3, no qual
observamos um aumento percentual significativo no grupo antes do tratamento
quando comparado ao grupo controle (p=0,0001), como também no grupo
pos-tratamento quando comparado ao grupo controle (p=0,0071) (Figura 19D). Além
disso, quando incorporamos o receptor inibitério TIGIT na analise das células T
CD4conv que co-expressam PD-1"TIM-3'TIGIT*, observou-se um aumento
significativo no grupo antes do tratamento quando comparado ao grupo controle
(p=0,0015) como também quando comparado ao grupo pos-tratamento (p=0,0016).

As demais analises ndo foram significativas (Figura 19E).

Em relacdo ao receptor TIGIT pelas células T CD4conv, observamos um
aumento da frequéncia percentual estatisticamente significativo tanto no grupo antes
do tratamento quando comparado ao grupo controle (p=0,0011), como também

quando comparado ao grupo pos-tratamento (p=0,0018) (Figura 19G).

Na avaliacdo da frequéncia percentual do fator de transcricdo TOX nas
células T CD4conv, observamos que o grupo antes do tratamento apresentou um
aumento percentual significativamente maior quando comparado ao grupo
pos-tratamento (p=0,0004) (Figura 19I).

Considerando que algumas populagdes de células CD4 também podem
apresentar um carater citotéxico (COVRE et al., 2024). dessa forma, decidimos
investigar a correlagao entre receptores inibitorios e a expressao de Granzima B. Na
analise da frequéncia percentual de Granzima B pelas células T CD4conv, notamos
um aumento estatisticamente significativo no grupo antes do tratamento quando
comparado ao grupo pos-tratamento (p=0,0044), e uma diminui¢ao significativa do
grupo pos-tratamento quando comparado ao grupo controle (p=0,0494) (Figura
19K). Além disso, também avaliamos as células T CD4conv que co-expressam 0s
marcadores Granz'2B4* (Figura 19L), no entanto ndo foi observada nenhuma
significancia estatistica relevante. Ja ao avaliarmos a frequéncia percentual de
Granz'2B4*'PD-1" pelas células T CD4conv, observamos uma diminuicdo
significativamente relevante no grupo antes do tratamento quando comparado ao
grupo controle (p=0,0356) (Figura 19M).
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Por fim, o receptor CD160, cuja expressao nas células T CD4conv foi
avaliada devido ao seu potencial envolvimento em mecanismos de regulagdo imune,
mostrou uma diminuigdo percentual estatisticamente significativa no grupo antes do
tratamento quando comparado ao grupo controle (p=0,0140), um aumento
significativamente relevante no grupo pés-tratamento quando comparado ao grupo
controle (p=0,0131) e no grupo pos-tratamento quando comparado ao grupo antes
do tratamento (p=0,0011) (Figura 190).

A frequéncia percentual das células T CD4conv gerais (Figura 19A),
juntamente com os demais receptores (2B4 e CD28 (Figuras 19J e 19N)), ndo
apresentaram diferencas estatisticas significativas quando comparados os grupos

controles, antes do tratamento e pds-tratamento.

Figura 19 - Expressao percentual dos receptores PD-1, PD1+TIM3+,
PD1+TIM3-, PD1+TIM3+TIGIT+, PD1+TIM3+TIGIT-, TIGIT, TIM-3, TOX, 2B4,
Granzima B, GRANZ+2B4+, GRANZ+2B4+PD1+, CD28, CD160 em células T

CD4 convencionais
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100 *

CD160+ em CD4conv

CT AT PT

Fonte: elaborado pela autora (2025).
Legenda: CT= grupo controle; AT= grupo antes do tratamento; PT= grupo
pos-tratamento.
Nota: Diferengas significativas foram consideradas quando * p < 0,05, ** p < 0,005,
***p <0,0005, **** p <0,0001.

6.3 AVALIACAO EX VIVO DE CELULAS T REGULORAS (Treg) E RECEPTORES
ASSOCIADOS EM PACIENTES COM LC

Avaliamos, ex vivo, o percentual de células T regulatérias (Treg), bem como
os percentuais da expressdo dos receptores PD-1, TIGIT, TIM-3 e o fator de
transcricdo TOX. Ao avaliarmos a expressao percentual do receptor de superficie
PD-1 pelas células Treg ndo observamos nenhum aumento significativamente
relevante. No entanto, ao avaliarmos a co-expressado de PD-1"TIM-3" pelas células
Treg com o intuito de verificar se ha exaustao funcional, condigcdo observada em
infecgdes crbnicas, observamos uma diminuicdo percentual significativa dessa
co-expressao no grupo antes do tratamento quando comparado ao grupo controle
(p=0,0264) (Figura 20C), enquanto na expressao de PD-1"TIM-3- observamos um
aumento percentual significante no grupo antes do tratamento quando comparado
ao grupo controle (p=0,0139) (Figura 20D). Entretanto, pode-se observar um cenario

diferente ao avaliar a co-expressao dos receptores PD-1"TIM-3"TIGIT" pelas células
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Treg, no qual observamos um aumento percentual significativo desses receptores
no grupo antes do tratamento quando comparado ao grupo pos-tratamento
(p=0,0424) (Figura 20E). Na avaliagao de PD-1"TIM-3'TIGIT  pelas células Treg,
observamos um aumento percentual significativo pelo grupo pds-tratamento quando
comparado ao grupo antes do tratamento (p=0,0251) e quando comparado ao grupo
controle (p=0,0494) (Figura 20F).

Observamos que o percentual de células Treg expressando o receptor TIGIT
foi significantemente maior no grupo antes do tratamento quando comparado ao
grupo controle (p=0,0231) e quando comparado ao grupo péds-tratamento
(p=0,0064) (Figura 20G). Na avaliagdo da expressao percentual de TIM-3, pelas
células Treg, verificamos uma diminuigdo estatisticamente significativa no grupo

antes do tratamento quando comparado ao grupo controle (p=0,0138) (Figura 20H).

A expressao percentual das células T Treg gerais (Figura 20A), juntamente
com a expressao percentual de TOX (Figura 20l), ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas quando comparados os grupos controles, antes do

tratamento e pdos-tratamento.

Figura 20 - Expressao percentual dos receptores PD-1, PD1+TIM3+,
PD1+TIM3-, PD1+TIM3+TIGIT+, PD1+TIM3+TIGIT-, TIGIT, TIM-3 e TOX em

células T reguladoras
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6.4 AVALIACAO EX VIVO DE CELULAS T CD8+ E RECEPTORES ASSOCIADOS
EM PACIENTES COM LC

Avaliamos, ex vivo, o percentual de células T CD8*, bem como os
percentuais da frequéncia dos receptores PD-1, TIGIT, TIM-3, TOX, 2B4, Granzima
B, CD28 e CD160. Nao foi observado aumento estatisticamente significativo no
percentual de células T CD8" quando comparados os grupos controles, antes do
tratamento e pos-tratamento (Figura 21A). Também ndo observamos diferenca
estatisticamente relevante quando avaliamos o receptor de superficie PD-17,
co-expressao de PD-1"TIM-3*, PD-1"TIM-3 e nem na co-expressdo de
PD-1"TIM-3'TIGIT* e PD-1"TIM-3"TIGIT" pelas células T CD8" (Figuras 21E-F).

Na avaliacdo da frequéncia percentual de TIGIT pelas células T CD8,
observamos um aumento estatisticamente significativo no grupo pds-tratamento
quando comparado ao grupo controle (p=0,0457) (Figura 21G). Ao avaliar a
frequéncia percentual do fator de transcricdo TOX, observamos uma diminuicéo
estatisticamente significativa no grupo antes do tratamento quando comparado ao
grupo controle (p=0,0303), como também no grupo pods-tratamento (p=0,0009)
(Figura 211). Ainda na avaliacdo das células T CD8*, observamos um aumento
estatisticamente significativo na frequéncia percentual do receptor 2B4 no grupo
pos-tratamento quando comparado ao grupo controle (p=0,0020) (Figura 21J). Além
disso, também avaliamos a co- expressao de 2B4*CD160" por essas células, devido
ao papel dessas moléculas na regulagao da funcéao citotdoxica das células T CD8", e
observamos um aumento significativamente relevante no grupo poés-tratamento
quando comparado ao grupo antes do tratamento (p=0,0044) (Figura 21K). Em
adicdo, avaliou-se a co-expressao de 2B4'CD160" em células expressando o
receptor Granzima B (2B4'CD160*Granz*) e observamos um aumento significativo
no grupo antes do tratamento quando comparado ao grupo pos-tratamento
(p=0,0023) e uma diminuigdo significativa do grupo péds-tratamento quando

comparado ao grupo controle (p=0,0366) (Figura 21L).

Ao avaliarmos a frequéncia percentual de Granzima B pelas células T CD8",
observamos um aumento significativo no grupo antes do tratamento quando
comparado ao grupo pos-tratamento (p=0,0264) (Figura 21M). Além disso, também
avaliamos a co-expressao de Granz'2B4" e co-expressao de Granz'2B4*'PD-1", com

o objetivo de investigar possiveis alteracbes na citotoxicidade e na regulagéo da
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resposta imune, pelas células T CD8" no intuito de investigar alteragbes citotoxicas
e na regulagdo da resposta imune, no entanto ndo apresentaram nenhuma

significancia estatisticamente relevante (Figura 21N-O).

Na avaliacdo do receptor CD28 pelas células T CD8*, observamos uma
diminuicdo da frequéncia significativamente relevante no grupo poés-tratamento

quando comparado ao grupo controle (p=0,0015) (Figura 21P).

Finalizamos avaliando a expressdao de CD160 pelas células T CD8", onde
observamos um aumento estatisticamente significativo no grupo pdés-tratamento
quando comparado ao grupo controle (p=0,0448), como também quando

comparado ao grupo antes do tratamento (p=0,0029) (Figura 21Q).

Figura 21 - Expresséao percentual dos receptores PD-1, PD1+TIM3+,
PD1+TIM3-, PD1+TIM3+TIGIT+, PD1+TIM3+TIGIT-, TIGIT, TIM-3, TOX, 2B4,
2B4+CD160+, Granzima B, GRANZ+2B4+, GRANZ+2B4+PD1+, CD28, CD160 em
células T CD8+
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Fonte: elaborado pela autora (2025).
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Nota: Diferengas significativas foram consideradas quando * p < 0,05, ** p < 0,005,
***p <0,0005, **** p <0,0001.
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6.5 AVALIACAO EX VIVO DE CELULAS DUPLO-NEGATIVAS (CD8-CD4-) E
RECEPTORES ASSOCIADOS EM PACIENTES COM LC

Avaliamos, ex vivo, o percentual de células duplo-negativas (DN) bem como
os percentuais da frequéncia dos receptores PD-1, TIGIT, TIM-3, TOX, 2B4,
Granzima B, CD28 e CD160. Observamos que houve uma diminuigcéo significativa
no percentual de células DN no grupo antes do tratamento (p=0,0116), bem como
no grupo poés-tratamento (p=0,0330) quando comparado ao grupo controle (Figura
22A).

Na avaliacdo da frequéncia percentual de TIGIT pelas células DN,
observamos que houve o aumento estatisticamente significativo no grupo antes do
tratamento quando comparado ao grupo controle (p=0,0014) e do grupo antes do

tratamento quando comparado ao grupo poés-tratamento (p=0,0409) (Figura 22C).

Ao avaliar o receptor 2B4 sendo expresso pelas células DN, observamos um
aumento percentual estatisticamente significativo no grupo pds-tratamento quando
comparado ao grupo controle (p=0,0375) e quando comparado ao grupo antes do
tratamento (p=0,0019) (Figura 22F).

Ao avaliar a molécula Granzima B, ndo observamos significancia quando
comparamos o grupo controle, grupo antes do tratamento e o grupo pos-tratamento
(Figura 22G). O mesmo aconteceu quando avaliamos a co-expressao de
Granz'2B4* e a co-expressao de Granz'2B4*PD-1" pelas células DN, no qual nao
observamos nenhuma significancia estatisticamente relevante quando comparados

0s grupos entre si (Figuras 22H-I).

Avaliamos a frequéncia percentual de CD28 pelas células DN e observamos
uma diminuigdo significativa do grupo antes do tratamento (p=0,0061), como
também do grupo poés-tratamento (p=0,0070) quando comparado ao grupo controle
(Figura 22J).

Por fim, ao avaliar a frequéncia percentual do receptor CD160 pelas células
DN, observamos uma diminuicdo estatisticamente significativa no grupo antes do
tratamento quando comparado ao grupo controle (p=0,0009), e um aumento
estatisticamente significativo no grupo pds-tratamento quando comparado ao grupo
antes do tratamento (p=0,0012) (Figura 22K).
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Os demais receptores PD-1, TIM-3 e TOX nao apresentaram diferengas
estatisticamente significativas quando comparados os grupos controles, antes do

tratamento e pés-tratamento (Figuras 22B,D,E).
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Figura 22 - Expressao dos receptores PD-1, TIGIT, TIM-3, TOX, 2B4, Granzima
B, GRANZ+2B4+, GRANZ+2B4+PD1+, CD28, CD160 em células T

Duplo-Negativas

A B
—_
E 3 60 -
50 - ér“*
O
L
404 Z - C%Ooo
i o
z30 8; & g % Q®
o & o5 O b Roe
20 RL ey 0O 20- sSilNe®
0 = o Sss
10- ooy & o
B 1 b
0 T 1 T 0 T T |
CT AT PT CT AT PT
C D
%
—
%k
60— Iy @
& ﬁ &
Zol @ 8 Z Lo
: G ook
e o [F] © S 50
E= o |o]| g® =
F¥ @ |o|[5] F
Ol |O
B | I

CT AT PT CT AT PT

88



*%k
f—_i
O0
O
Y
1

@
a8
O
T
CT AT PT

;

NQ w? +y92

S0
o
@e

T
CT AT PT

o o
n

NQ w9 XOoL

100

goofa o o
¥rfpoo o

&shio

100
5

NQ Wwe +ygz+2zueln

I I I
o (=4 o o o
© N

100 -

NQ Wa +zuels)

| @ —

4
CT AT PT

CT AT PT

89



Kk
t 2 3
z 1007 604 H——
(] @)
& 80- O
. e z
- Q 40
n 60- E
[ o O
o + D
A 2. | &
N O 20-
+ Cof
N o 8
g %
5
R S —
CT AT PT
K
kK
3 3
40- —
o
0
> _
gaie O
520 3 ~0
$ 20-
8 | & i
8 104 | © D g
ik
0 1 1 1
CT AT PT

Fonte: elaborado pela autora (2025).
Legenda: CT= grupo controle; AT= grupo antes do tratamento; PT= grupo
pos-tratamento.
Nota: Diferengas significativas foram consideradas quando * p < 0,05, ** p < 0,005,
***p <0,0005, **** p <0,0001.
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6.6 ANALISE DO MFI DAS CELULAS T CD4conv E RECEPTORES ASSOCIADOS
EM PACIENTES COM LC

Além da avaliagdo do percentual das células T CD4conv, também realizamos
a analise do MFI (do inglés, Mean Fluorescence Intensity) com o intuito de avaliar o
estado funcional e a ativagdo dessas células, para os receptores PD-1, TIGIT,
TIM-3, TOX, 2B4, Granzima B, CD28 e CD160 nessas células CD4conv, em trés
grupos distintos de individuos: controles saudaveis, pacientes com LC antes do
tratamento e pacientes com LC pos-tratamento.

A analise do MFI revelou um aumento significativo na intensidade de
fluorescéncia do receptor TIGIT nas células T CD4* do grupo antes do tratamento
em comparagao ao grupo pés-tratamento (p=0,0007), e uma diminuigao significativa
do grupo pos-tratamento em comparagédo ao grupo controle (p=0,0186) (Figura
23B).

Além disso, observamos um aumento significativamente relevante na
intensidade de fluorescéncia do fator de transcricdo TOX pelas células T CD4" no
grupo antes do tratamento quando comparado ao grupo pés-tratamento (p=0,0004)
(Figura 23D).

Ao avaliar a intensidade de fluorescéncia da molécula Granzima B,
observamos um aumento significativo no grupo antes do tratamento em comparagao
ao grupo pos-tratamento (p=0,0007), e uma diminuicdo significativa do grupo
pos-tratamento quando comparado ao grupo controle (p=0,0012) (Figura 23F). No
entanto, quando avaliamos a intensidade de fluorescéncia do receptor CD28
observamos que houve um aumento significativo no grupo antes do tratamento
quando comparado ao grupo controle (p=0,0014) (Figura 23G).

Por fim, na avaliacdo da intensidade de fluorescéncia do receptor CD160
observamos uma diminuigao significativa pelo grupo antes do tratamento quando
comparado ao grupo controle (p=0,0084), e um aumento significativo do grupo
pos-tratamento quando comparado ao grupo antes do tratamento (p=0,0009) e do
grupo controle (p=0,0188) (Figura 23H). Nao houve significancia estatistica na
intensidade de fluorescéncia nos demais receptores avaliados: PD-1, TIM-3 e 2B4
(Figuras 23A, C, E).
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Figura 23 - Expressao do MFI dos receptores PD-1, TIGIT, TIM-3, TOX, 2B4,
Granzima B, CD28 e CD160 em células T CD4+

MFI PD1 em CD4

MFI TIM3 em CD4

400

300 -

200 -

A

600

400 -

200

MFI TIGIT em CD4

MFI TOX em CD4

B
500 - Kokk
400 - O
0
300 -
@ & o
2004 12 X
Led
100 -
&
o1 1Q
CT AT PT
D
250 Kok
200 -9
150 - c%>
T | d &
- d
Ol &
50
O O
0 -
'50 1 1 1
CT AT PT

92



ks
400 - _
2500 ok
<
)
£ £ 1500-
o ® 10004 ©
£ S o &
0 0 1 1 1
CT AT PT
G H
3000 - sk *
—_ © 30007  p—-ri
< dedeoks
3 3 X —
£ 2000- O 2000- o o
= ® B¢ E i
& g % 8 1000 O
O 1000 (X a % .
L ® o 0
= L &> & @
0 I T T -1000 T T T
CT AT PT CT AT PT

Fonte: elaborado pela autora (2025).
Legenda: CT= grupo controle; AT= grupo antes do tratamento; PT= grupo
pos-tratamento.
Nota: Diferengas significativas foram consideradas quando * p < 0,05, ** p < 0,005,
***p <0,0005, **** p <0,0001.
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6.7 ANALISE DO MFI DAS CELULAS T REGULATORIAS (Treg) E RECEPTORES
ASSOCIADOS EM PACIENTES COM LC

Realizamos a analise do MFI para os receptores PD-1, TIGIT, TIM-3 e TOX
nas células Treg, em trés grupos distintos de individuos: controles saudaveis,
pacientes com LC antes do tratamento e pacientes com LC pés-tratamento. A
analise do MFI revelou um aumento significativo na intensidade de fluorescéncia do
receptor de superficie PD-1 nas células Treg no grupo antes do tratamento quando
comparado tanto ao grupo controle (p=0,0005) quanto ao grupo poés-tratamento
(p=0,0409) (Figura 242).

Na analise do MFI do receptor TIGIT, observamos um aumento significativo
na intensidade de fluorescéncia no grupo antes do tratamento em comparagéo ao
grupo pos-tratamento (p=0,0106), e uma diminuicdo significativa do grupo
pos-tratamento em comparagao ao grupo controle (p=0,0208) (Figura 24B).

Por fim, observamos uma diminuigdo significativa na intensidade de
fluorescéncia do receptor TIM-3 pelo grupo antes do tratamento quando comparado

ao grupo controle (p=0,0223) (Figura 24C).
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Figura 24 - Expressao do MFI dos receptores PD-1, TIGIT, TIM-3 e TOX em

células T reguladoras
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Legenda: CT= grupo controle; AT= grupo antes do tratamento; PT= grupo

Fonte: elaborado pela autora (2025).

pos-tratamento.
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Nota: Diferencas significativas foram consideradas quando * p < 0,05, ** p < 0,005,
*** p £0,0005, **** p < 0,0001.

6.8 ANALISE DO MFI DAS CELULAS T CD8+ E RECEPTORES ASSOCIADOS EM
PACIENTES COM LC

Analisamos o MFI para os receptores PD-1, TIGIT, TIM-3, TOX, 2B4,
Granzima B, CD28 e CD160 nas células T CD8+, em trés grupos distintos de
individuos: controles saudaveis, pacientes com LC antes do tratamento e pacientes
com LC pos-tratamento. A analise do MFI revelou um aumento significativo na
intensidade de fluorescéncia do receptor 2B4 no grupo pos-tratamento em
comparagao com o grupo controle (p=0,0055) (Figura 25E).

Na analise do MFI do receptor Granzima B, observamos um aumento
significativo na intensidade de fluorescéncia no grupo antes do tratamento quando
comparado ao grupo pos-tratamento (p=0,0001), e uma diminui¢ao significativa do
grupo poés-tratamento quando comparado ao grupo controle (p=0,0171) (Figura
25F).

O mesmo padréao foi observado ao analisar o MFI do receptor CD28, em que
houve um aumento significativo na intensidade de fluorescéncia no grupo antes do
tratamento quando comparado ao grupo pos-tratamento (p=0,0491), e uma
diminuicdo significativa no grupo pés-tratamento quando comparado ao
grupocontrole (p=0,0298) (Figura 25G).

Ao analisar o MFI do receptor CD160, observamos o aumento significativo na
intensidade de fluorescéncia no grupo pos-tratamento quando comparado ao grupo
antes do tratamento (p=0,0044) (Figra 25H). Nado foi observado significancia
estatistica nos demais receptores avaliados: PD-1, TIGIT, TIM-3 e TOX (Figuras
25A, B, C, D).
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Figura 25 - Expressao do MFI dos receptores PD-1, TIGIT, TIM-3, TOX,

2B4, Granzima B, CD28 e CD160 em células T CD8+
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Fonte: elaborado pela autora (2025).
Legenda: CT= grupo controle; AT= grupo antes do tratamento; PT= grupo
pos-tratamento.
Nota: Diferengas significativas foram consideradas quando * p < 0,05, ** p < 0,005,
***p <0,0005, **** p <0,0001.
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6.9 ANALISE DO MFI DAS CELULAS T DUPLO-NEGATIVAS (CD8-CD4-) E
RECEPTORES ASSOCIADOS EM PACIENTES COM LC

Analisamos o MFI para os receptores PD-1, TIGIT, TIM-3, TOX, 2B4,
Granzima B, CD28 e CD160 nas células T duplo-negativas, em trés grupos distintos
de individuos: controles saudaveis, pacientes com LC antes do tratamento e
pacientes com LC pos-tratamento. A anadlise do MFI revelou um aumento
significativo na intensidade de fluorescéncia do receptor TIGIT no grupo antes do
tratamento em comparacgéo ao grupo controle (p=0,0001) e ao grupo pds-tratamento
(p=0,0013) (Figura 26B).

Na analise do MFI do fator de transcricdo TOX, observamos um aumento
significativo na intensidade de fluorescéncia no grupo pds-tratamento quando
comparado ao grupo controle (p=0,0298) (Figura 26D).

Ao analisar a intensidade de fluorescéncia do receptor 2B4, observamos um
significativo no grupo pos-tratamento quando comparado ao grupo controle
(p=0,0016) e ao grupo antes do tratamento (p=0,0003) (Figura 26E).

Na avaliagdo do MFI do receptor Granzima B, observamos o aumento
significativo na intensidade de fluorescéncia no grupo antes do tratamento em
comparagao com o grupo pos-tratamento (p=0,0475) (Figura 26F).

Ao avaliarmos a intensidade de fluorescéncia do marcador CD28,
observamos que houve uma diminuigdo significativa no grupo pos-tratamento
quando comparado ao grupo controle (p=0,0209) (Figura 26G).

Por fim, ao analisarmos o MFI do receptor CD160, observamos que houve
uma diminuigdo significativa da intensidade de fluorescéncia no grupo antes do
tratamento quando comparado ao grupo controle (p=0,0007), e um aumento
significativo do grupo pos-tratamento quando comparado ao grupo antes do
tratamento (p=0,0184) (Figura 26H). Nao foi observado significancia estatistica nos

demais marcadores avaliados: PD-1 e TIM-3 (Figuras 26A, C).
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MFI PD1 em DN

MFI TIM3 em DN

Figura 26 - Expressao do MFI dos receptores PD-1, TIGIT, TIM-3, TOX,
2B4, Granzima B, CD28 e CD160 em células T Duplo-Negativas
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Fonte: elaborado pela autora (2025).
Legenda: CT= grupo controle; AT= grupo antes do tratamento; PT= grupo
pos-tratamento.
Nota: Diferengas significativas foram consideradas quando * p < 0,05, ** p < 0,005,
***p <0,0005, **** p <0,0001.
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6.10 ANALISE DE t-SNE DAS SUBPOPULACOES DE CELULAS T CD4conv, CD8+
e Treg

Utilizamos a analise de reducdo dimensional por t-SNE para visualizarmos a
distribuicdo das subpopulagbes de células T CD4*, CD8" e Treg, bem como a
expressao dos receptores dos TIGIT, TOX, TIM-3, PD-1, FOXP3, CD160, Granzima
B, CD28 e 2B4 em trés grupos distintos de individuos: controles saudaveis (Figura
27A), pacientes com LC antes do tratamento (Figura 27B) e pacientes de LC
pos-tratamento (Figura 76C).

O marcador TIGIT apresentou maior expressao tanto em células CD8" quanto
em CD4" em todos os grupos. Ja PD-1 também estava expresso em células CD4" e
CD8", independentemente do grupo analisado, indicando sua participagao continua
na modulacao da ativacao celular.

A andlise de TOX revelou um aumento da sua expressao nas células CD4" e
CD8" no grupo PT, em comparagcdo com os grupos CT e AT. Em contrapartida,
CD160 apresentou baixa expressao tanto em células CD8" quanto em CD4" em
todos os grupos.

A avaliagcdo da expressao de Granzima B indicou uma menor presenga desta
molécula citotdéxica no grupo PT, e uma maior expressao nos grupos CT e AT.

Em relacdo as células T reguladoras (Treg), observou-se uma expresséo
mais intensa no grupo AT, e uma redugao expressiva no grupo PT, sugerindo que a
infeccdo pode induzir um aumento dessas células, mas que apdés o tratamento as

mesmas diminuem.
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Figura 27 - Reducao dimensional por t-SNE das distribuicoes das
subpopulagoes de células T e os receptores PD-1, TIGIT, TIM-3, TOX, CD28,
Granzima B, CD160 e 2B4.

concat_1.fcs/AT

Comp-FITC-A Comp-PE-A  Comp-PE-CF594-A Comp-BVS510-A  Comp-Bv421-A COMP-PE-CF594-A
TIGIT TOX TIM-3 cD4 PD-1 284
s%:%,‘}"z
S O
v NN
Rt .
'l 'T-,.,H ¥ ‘g
Comp-APC-Cy7-A Comp-PerCP-Cy5- Comp-PE-Cy7-A Comp-FITC-A
cD3 cD8 cD28 GRANZYME b

concat_1.fcs/CT

Comp-FITC-A Comp-PE-A Comp-PE-CF594-A Comp-BV510-A Comp-BV421-A Comp-PE-CF594-A
TIGIT TOX TIM-3 CD4 PD-1 2B4

s X
A e

SR

W e s
[ 7 A S Faw

Comp-APC-A  Comp-APC-Cy7-A Comp-PerCP-Cy5- Comp-PE-Cy7-A Comp-FITC-A
FOXP3 cD3 cD8 cD28 GRANZYME b

103



concat_1.fcs/PT

Comp-FITC-A Comp-PE-A  Comp-PE-CF594-A Comp-BVS10-A  Comp-Bv421-A Comp-PE-CF594-A
TIGIT TOX TIM-3 CD4 PD-1 28B4
. =
i § i .l'
=2 . BIF D = = | ; e
R . Ty on iy e} B il v R

Comp-APC-A  Comp-APC-Cy7-A Comp-PerCP-Cy5- Comp-PE-Cy7-A  Comp-FITC-A Comp-APC-A
FOXP3 cD3 CD8 CD28 GRANZYME b ~ CD160

W/
sfEevn

-

'." - | 2
L e, b

Legenda: Grafico t-SNE com a distribuicdo de diferentes subpopulagdes de células
T em trés grupos: CT= controles saudaveis, AT= antes do tratamento, PT=
pos-tratamento. A escala de cores indica os niveis de expressdo, com tons

vermelhos indicando alta expressao e tons azuis indicando baixa expresséo.

6.11 EXPRESSAO GENICA DE MARCADORES DE EXAUSTAO E SUPRESSAO
DE CELULAS T EM DADOS PUBLICOS DE RNAseq

Para complementar os achados obtidos nos ensaios de citometria de fluxo,
realizamos uma analise exploratéria em dados publicos de RNAseq, investigando a
expressao de genes associados a exaustdo e supressao de células T em lesdes de
leishmaniose cutanea e pele saudavel. O heatmap apresentado na Figura 27 exibe

a expresséo diferencial destes genes entre as duas condi¢des avaliadas.

Os genes analisados incluem PD-1 (PDCD1), TIGIT, TIM-3 (HAVCR2),
CD160, CD28, CD107a (LAMP1), TOX, Granzima B (GZMB) e 2B4 (CD244). Para
manter a padronizacao, os nomes utilizados na figura correspondem a nomenclatura
oficial dos genes, como indicado entre parénteses. As colunas representam
amostras individuais, sendo um grupo de pacientes com leishmaniose cutanea e um
grupo representando individuos saudaveis. A escala de cores reflete os niveis de
expressao relativa dos genes, onde tons avermelhados indicam maior expressao e

tons azulados indicam menor expressao.
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Os resultados indicam um padrao diferencial de expressado génica entre os
grupos, com niveis aumentados de varios marcadores de exaustado e ativagdo em
lesbes de leishmaniose cutdnea em comparagdao com pele saudavel.
Destacaram-se a expressao elevada de GZMB, CD160, CD244 e HAVCR2 em
lesdes, sugerindo um microambiente enriquecido em células T disfuncionais. Em

contraste, amostras de pele saudavel exibiram menor expressao desses genes.

Essa analise transcriptobmica reforca os nossos achados obtidos por
citometria de fluxo, evidenciando um perfil imunolégico caracteristico de exaustao

celular em pacientes com leishmaniose cutanea.
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Figura 28 - Expressao génica de receptores de células T em lesées de

leishmaniose cutianea
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Legenda: Heatmap representando a expressao dos genes associados a
exaustdo e regulacédo imunolégica: PDCD1 (PD-1), TIGIT, HAVCR2 (TIM-3), TOX,
CD160, 2B4 (CD244), Granzima B (GZMB) e CD107a (LAMP1). Amostras de lesdes
de leishmaniose cutanea comparadas a pele saudavel. Cada coluna representa uma
amostra individual e a escala de cores indica os niveis de expressao, com tons

vermelhos indicando alta expressao e tons azuis indicando baixa expresséo.

6.12 AVALIACAO DAS CITOCINAS INFLAMATORIAS APOS ESTIMULACAO E
CULTURA COM ANTIGENO DE LEISHMANIA BRAZILIENSIS

Foram dosadas as citocinas IL-12, TNF, IL-10, IL-6, IL1B e IL-8 do
sobrenadante da cultura estimulado ou ndo com antigeno total de L. braziliensis de

pacientes antes do tratamento (n=18), pacientes péds-tratamento (n=7) e de
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controles (n=17). Observamos que nao houve aumento estatisticamente significativo

em nenhum dos grupos da expressao da citocina IL-12 (FIGURA 27A).

Ao avaliarmos a expressao de TNF, observamos um aumento significativo
dessa citocina nas amostras estimuladas com antigeno de L. braziliensis no grupo
antes do tratamento em comparagdo as amostras basais desse mesmo grupo
(p=0,0010). Além disso, identificamos que a concentracdo de TNF foi
significativamente maior nas amostras basais do grupo pds-tratamento quando
comparado ao grupo antes do tratamento (p=0,0006), sugerindo uma regulagao
diferencial dessa resposta inflamatéria apds a eliminagdo do parasita. Ainda,
verificamos que o0 grupo pos-tratamento apresentou uma maior expressdo de TNF
nas amostras basais quando comparado ao grupo controle (p=0,0272), o que pode
indicar um estado inflamatério residual apés a recuperacao clinica. Em relagéo ao
grupo controle, também identificamos um aumento significativo da concentragcéo de
TNF nas amostras estimuladas com antigeno quando comparadas as amostras
basais (p=0,0062). Adicionalmente, houve uma maior concentracdo de TNF nas
amostras basais do grupo controle em comparacédo ao grupo antes do tratamento
(p=0,0159).

Na avaliagdo da IL-10, identificamos que as amostras estimuladas com
antigeno no grupo antes do tratamento apresentaram uma expressao
significativamente maior dessa citocina em comparagdo as amostras basais
(p=0,0001), sugerindo uma tentativa do sistema imune de modular a resposta
inflamatdria desencadeada pelo parasita. Além disso, observamos que as amostras
basais do grupo pos-tratamento exibiram uma maior expressao de IL-10 em
comparagao as amostras basais do grupo antes do tratamento (p=0,061), o que
pode indicar um papel dessa citocina na resolugao da inflamagao apds a eliminagao
do parasita. No grupo controle, observamos que a IL-10 foi significativamente mais
expressa nas amostras estimuladas quando comparadas as basais (p=0,0306).
Também identificamos que as amostras basais do grupo controle apresentaram

maior expressao de IL-10 em relagédo ao grupo antes do tratamento (p=0,0487).

Em relagdo a IL-6, observamos um aumento significativo da expressao dessa
citocina nas amostras estimuladas com antigeno do grupo antes do tratamento

quando comparadas as amostras basais (p=0,0006). Além disso, identificamos um
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aumento significativo da IL-6 nas amostras basais do grupo pés-tratamento quando
comparadas as do grupo antes do tratamento (p=0,0283). No grupo controle,
verificamos que as amostras estimuladas apresentaram uma maior expressido de
IL-6 em relagdo as basais (p=0,0001). Adicionalmente, houve um aumento
significativo da expressao dessa citocina nas amostras estimuladas do grupo
controle em comparagdo as amostras estimuladas do grupo antes do tratamento
(p=0,0164).

A avaliagéo da IL-1B revelou que, no grupo antes do tratamento, as amostras
estimuladas com antigeno apresentaram uma expressao significativamente maior
dessa citocina em relagéo as basais (p=0,0001), reforgcando o papel da IL-13 na
ativacao inflamatéria contra L. braziliensis. Além disso, as amostras basais do grupo
pos-tratamento exibiram uma maior expressdao de IL-1 em comparagado as
amostras basais do grupo antes do tratamento (p=0,0023), sugerindo que essa
citocina pode permanecer elevada mesmo apds a resolucao clinica da doenga. No
grupo controle, identificamos que as amostras estimuladas apresentaram maior

expressao de IL-13 em relacao as basais (p=0,0022).

Por fim, ao analisarmos a IL-8, verificamos que houve um aumento
significativo dessa citocina nas amostras basais do grupo pos-tratamento em
comparagao as amostras basais do grupo antes do tratamento (p=0,0006). Também
identificamos que a expressdo de IL-8 foi significativamente maior nas amostras

basais do grupo pés-tratamento em relagao ao grupo controle (p=0,0004).
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Figura 29 — Concentragao das citocinas IL-12, TNF, IL-10, IL-6, IL-1B e IL-8 em

sobrenadantes apés cultura de PBMC com antigeno total de L. braziliensis de

pacientes AT, PT e individuos CT (A-F).
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Fonte: elaborado pela autora (2025).
Legenda: CT= grupo controle; AT= grupo antes do tratamento; PT= grupo
pos-tratamento.
Nota: Diferengas significativas foram consideradas quando * p < 0,05, ** p < 0,005,
***p <0,0005, **** p <0,0001.
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7 DISCUSSAO

A leishmaniose cutanea (LC) faz parte do conjunto de doengas tropicais
negligenciadas, impactando principalmente populagdes socioeconomicamente
vulneraveis. A persisténcia da doenca esta diretamente associada a fatores
ambientais e socioecondmicos, como desmatamento, a urbanizagdo desordenada e
a expansao de areas agricolas, que modificam o habitat do inseto vetor e ampliam o
risco de infeccdo humana (BUZANOVSKY et al., 2020). Além disso, a LC continua
sendo um problema de saude publica em diversas regides do mundo, com sua
distribuicao influenciada por fatores climaticos e ecoldgicos que favorecem a
adaptacdo do parasita a diferentes condicbes ambientais, variando de florestas
tropicais a areas aridas (GUREL; TEKIN; UZUN, 2020).

No presente estudo, todos os pacientes incluidos eram residentes de areas
endémicas e preencheram os critérios clinicos e laboratoriais para o diagndstico,
com confirmagdo por pesquisa direta e PCR de amostra de swab da lesdo, sangue
elou saliva. A predominancia do sexo masculino entre os pacientes com LC ativa
corrobora achados anteriores que indicam que homens sao mais acometidos pela
doenca, possivelmente devido a maior exposicdo ao vetor durante atividades
laborais e rurais (BUZANOVSKY et al., 2020).

Em nosso estudo, a faixa etaria variou, desde criancas até idosos, embora a
maioria dos pacientes tenha apresentado idades compativeis com a populagao
economicamente ativa, o que impacta na produtividade e na qualidade de vida dos
individuos acometidos. Estudos epidemiolégicos indicam que a LC nao apenas
representa um problema de saude publica, mas também impde uma perda
significativa na economia para paises endémicos, devido aos custos diretos do
tratamento e as perdas relacionadas a incapacidade temporaria dos pacientes para
o trabalho (GRIFFERTY et al., 2021).

Os controles incluidos no estudo eram individuos saudaveis, sem histérico de
infeccdo e residentes de areas nao endémicas, garantindo um grupo de
comparagao adequado para a avaliagao das alteragcdes imunoldgicas especificas da
LC. A inclusdo de diferentes faixas etarias e a analise de individuos em diferentes
estagios da doenga foram fundamentais para compreender melhor os aspectos

imunoldgicos e epidemiolégicos da infecgéo.
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A exaustao de células T € um estado disfuncional caracterizado pela perda
gradual da capacidade de proliferacdo das células T e, consequentemente, redugao
em realizar suas fungbes efetoras (BARROSO et al, 2018; DA
FONSECA-MARTINS et al., 2021; GONZALEZ-TAFOYA et al., 2020). Esse estado
disfuncional ja é bastante conhecido e estudado em doencas como o cancer.
Todavia, além do céncer, também ja é de conhecimento que a exaustao celular esta
presente em demais doengas crénicas, incluindo mais recentemente a leishmaniose
cutanea (DA FONSECA-MARTINS et al., 2021). Na LC, a exaustao de células T
pode estar associada a marcadores de exaustdo que, em elevada concentragéao,
irdo ativar as células T de forma persistente e crénica impactando na resolucao e
cura da doenca (MIGGELBRINK et al., 2021).

Uma vez que a resposta imunologica contra a LC €& mediada pelo
envolvimento das células T CD4* e de células T CD8*, e que receptores de
exaustdo podem estar atrelados na modulacdo da resposta imune da doenca
(GARCIA DE MOURA et al., 2021; SEKINE et al., 2020), nosso estudo avaliou
alguns receptores associados nas células T CD4*, CD8" e DN. Vamos focar nossa

discussao nos receptores encontrados e o que significam.

Nosso estudo revelou que a expressao percentual do receptor inibitorio PD-1
estd significativamente elevada nas células T CD4conv de pacientes com
leishmaniose cutanea ativa, quando comparadas ao grupo controle. Esse achado
pode sugerir um possivel estado de exaustdo celular, o0 que pode comprometer a
funcao efetora das células, dificultando a eliminagdo do parasita e contribuindo para
a persisténcia da infecgado. Resultados semelhantes foram observados em modelos
experimentais, nos quais células T CD4" de camundongos infectados por
Leishmania major apresentaram aumento na expressao de PD-1 em comparacgao a
animais nao infectados (FREITAS E SILVA et al., 2020).

Em nosso estudo também observamos o aumento da expressao da proteina
PD-1 nos individuos pos-tratamento pelas células CD4conv, provavelmente
indicando uma continuagdo de uma disfungcdo do sistema imune, mesmo apds a
resolucdo da doenca. Corroborando com o0s nossos achados, no estudo de
Freitas-e-Silva (2020), individuos pods-tratamento de LC apresentaram uma alta

expressao de PD-1 por células CD4", inferindo que esse dado € devido a uma alta
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exposicao do antigeno ou até mesmo um estado de exaustdo celular que persiste
apos a eliminagao do antigeno (FREITAS E SILVA et al., 2020).

Embora o percentual da coexpressdo de PD-1"TIM-3" pelas células T
CD4conv nao tenha mostrado diferencas estatisticamente significativas,
observamos um aumento expressivo na frequéncia percentual de células
PD-1"TIM-3" nos pacientes antes e apds o tratamento em relacdo aos controles.
Esse resultado pode indicar que, apesar da maior expressdao de PD-1, cuja
expressao elevada esta associada a disfungao ou exaustao de células T, a auséncia
de TIM-3, que esta associado a outro receptor inibitério, sugere um estado
intermediario de disfuncao celular, o que pode refletir um equilibrio entre ativagao e
inibicdo da resposta imune (RALLON et al., 2018). Além disso, ao avaliarmos a
coexpressao de PD-1"TIM-3'TIGIT", identificamos um aumento significativo dessa
populagdo antes do tratamento, em relagdo ao grupo controle e ao grupo
pos-tratamento. Esse achado reforca a ideia de que multiplos receptores inibitorios
podem atuar de maneira combinada para modular a resposta imune durante a
leishmaniose cuténea, conforme descrito em estudos anteriores com humanos e
camundongos que demonstraram a expressao de PD-1, TIM-3 e TIGIT em células T
exaustas durante infecgdes crbnicas (DA FONSECA-MARTINS et al., 2021,
GARCIA DE MOURA et al., 2021; RALLON et al., 2018).

No caso das células Treg, embora a expressao percentual isolada de PD-1
nao tenha diferido entre os grupos, observamos uma redugdo significativa na
coexpressao de PD-1"TIM-3" nos pacientes antes do tratamento, o que pode indicar
um perfil menos supressor dessas células durante a fase ativa da doenca. Por outro
lado, a populagdo PD-1*"TIM-3" mostrou um aumento significativo no grupo antes do
tratamento, o que pode estar relacionado a uma alteragao funcional das células Treg
na regulagéo da resposta inflamatoria, visto que a auséncia de TIM-3 nessas células
pode indicar que elas ndo atingiram um estado de exaustao completo (GAUTRON et
al., 2014). Adicionalmente, a expressao de PD-1"TIM-3'TIGIT" esteve aumentada
antes do tratamento, podendo estar associada a um estado de exaustdo ou
disfuncao celular ao expressar os trés marcadores simultaneamente e reduzindo a
capacidade efetora das células Treg (MEYIAH et al., 2023), enquanto a populagao

PD-1"TIM-3'TIGIT- aumentou no grupo poés-tratamento, o que pode indicar uma
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recuperacao parcial da funcionalidade das Treg, refletindo em um estado menos
exausto (MOLLAVELIOGLU et al., 2022). Essas diferengas podem indicar um
processo dinamico na modulacéo da atividade reguladora das células Treg ao longo
da infeccéo e apds a eliminagdo do parasita, influenciando no curso e resolugao da

doenca.

Por fim, ndo observamos diferengas significativas na frequéncia de células T
CD8'PD1* ou na coexpressao dos receptores inibitorios analisados nesse
subconjunto celular. Esse achado sugere que a disfungédo imunolégica mediada por
PD-1, TIM-3 e/ou TIGIT na leishmaniose cutanea pode estar mais associada as

células T CD4conv e as células Treg do que as células T CD8".

Em conjunto com esses dados, ao realizar a analise da intensidade média de
fluorescéncia (MFI) revelou um aumento significativo na expressao do receptor PD-1
em células Tregs no grupo antes do tratamento, quando comparado tanto ao grupo
controle e quanto ao grupo pds-tratamento. Essa expressao elevada de PD-1 em
Tregs pode indicar uma tentativa do sistema imunoldgico de controlar a resposta
inflamatdria exacerbada, caracteristica da leishmaniose cutanea (GABRIEL et al.,
2019). Estudos demonstram que a interacado PD-1/PD-L1 desempenha um papel
crucial na regulacédo da resposta imune, promovendo a diferenciagado de células T
em Tregs e desviando a resposta para um perfil Th2, o que pode favorecer a
persisténcia do parasita (JAFARZADEH et al., 2022).

Apos o tratamento, a redugdo na média de expressao de PD-1 nas Tregs
sugere uma restauragcdo da homeostase imunoldgica, possivelmente refletindo a
diminuicdo da carga parasitaria e da necessidade de uma regulagéao
imunossupressora intensa. Esse padrao € consistente com observagdes em outras
infeccbes, onde a expressao de PD-1 em Tregs diminui apds a resolugdo da
infecgao, indicando uma recuperagao da fungéo imunolégica normal (ASANO et al.,
2017).

Outro receptor de checkpoint imunolégico associado a regulagéo negativa da
resposta imune é o TIGIT, o qual desempenha um papel essencial na modulagao da
atividade das células T (HARJUNPAA; GUILLEREY, 2020). No nosso estudo,

observamos um aumento significativo na frequéncia percentual de células T
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CD4conv e Treg expressando TIGIT antes do tratamento em relagdo ao controle e
pos-tratamento, sugerindo um possivel mecanismo de regulagdo para conter a
resposta inflamatéria exacerbada associada a leishmaniose cutanea ativa. Esse
fendmeno pode refletir um esforgo do sistema imune para evitar danos teciduais
excessivos, mas, paradoxalmente, pode contribuir para um ambiente de supressao
imunologica que favorece a persisténcia do parasita. Isto é sugerido em estudos
com cancer, em que células Treg que expressam TIGIT exibem um fendtipo de
supressao celular, principalmente porque irdo produzir IL-10 de forma elevada e
dessa forma mediar um fendtipo disfuncional das células T efetoras (EJRNAES et
al., 2006; JOHNSTON et al., 2014; KURTULUS et al.,, 2015). No contexto da
leishmaniose cutanea nossos achados podem indicar ineficiéncia na eliminacdo do

parasita

Além disso, a analise da intensidade média de fluorescéncia (MFI) revelou
um aumento significativo da expressdo de TIGIT pelas células T CD4" antes do
tratamento, o que pode indicar ndo apenas um maior numero de células
expressando esse receptor, mas também um aumento na densidade de moléculas
TIGIT por célula. Essa alteracdo sugere um reforco na sinalizagao inibitdria,
corroborando a hipétese de exaustao funcional das células T, nas infec¢des crbnicas
e doencas inflamatdrias persistentes (SUNINA et al., 2021; ZHONG et al., 2024).

Também observamos que houve uma reducédo do percentual e do MFI da
expressao de TIGIT nas células T CD4conv e Treg no grupo poés-tratamento o que
pode indicar uma recuperagao funcional do sistema imune apd6s a eliminagéo do
parasita, restaurando a capacidade de resposta imune efetora. O aumento da
expressao de TIGIT pelas células T CD8" nesse mesmo grupo pode estar
relacionado a um mecanismo compensatorio para evitar uma resposta inflamatéria
desregulada durante o processo de resolugdo da infecgdo (JOSEFSSON et al.,
2018; SUNINA et al., 2021).

No estudo de Garcia de Moura e colaboradores 2021, observou-se, por meio
da andlise de RNA-seq de biopsias de individuos infectados com Leishmania
braziliensis, a presenga do aumento da expressao de receptores inibitdrios como
PD-1, TIM-3, CTLA-4, PD-L1 e PD-L2. Ao avaliar as células T circulantes por meio

da coleta de sangue de individuos com LC, tanto as células CD4" como as células
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CD8+ também expressaram elevadas frequéncias de PD-1, TIM-3 e CTLA-4, padrao
também observado em nosso estudo pelas células T CD4+ nos receptores PD-1,
TIM-3 e coexpressao de ambos. No entanto, ao bloquearam o receptor PD-1 eles
identificaram que a capacidade proliferativa das células T foi restaurada, assim
como a secrecao das citocinas IFN-y, que € uma citocina associada ao papel de
protecédo contra a LC, tanto pelas células T CD4* e T CD8" (GARCIA DE MOURA et
al., 2021).

Em relacdo ao receptor TIM-3, em nossos resultados observamos a
diminuicdo da frequéncia e na intensidade de fluorescéncia (MFl) do mesmo nas
células Treg do grupo antes do tratamento, em comparagdo ao grupo controle. O
TIM-3 € um receptor de checkpoint imunolégico que inibe a resposta Th1, regulando
a producao de citocinas como IFN-y e TNF, o que, em condi¢des fisiolégicas,
contribui para o controle da resposta imune (DAS; ZHU; KUCHROO, 2017). Em
estudos com tumores, a expressdo de TIM-3 em Tregs induz um fendtipo mais
efetor, aumentando sua atividade supressora, promovendo a exaustao das células T
efetoras e elevando a produgéo de IL-10 (BANERJEE et al., 2021). Dessa forma, a
menor expressdo de TIM-3 em Tregs dos pacientes com LC pode refletir uma
capacidade reguladora comprometida, contribuindo para uma resposta inflamatéria

descontrolada e para a patogénese da doenga.

Na exaustado de células T um outro elemento que tem sido bastante estudado
€ o fator de transcricao TOX, que desempenha um papel na modulacao da resposta
imune e na atividade de células T (KHAN et al., 2019). No nosso estudo
observamos uma expressao aumentada tanto do percentual quanto do MFI nas
células T CD4conv antes do tratamento, o que pode indicar um papel ativo desse
fator de transcricdo na exaustdo celular e na capacidade dessas células de
influenciar efetivamente na infecgdo. No entanto, diferindo dos nossos achados, em
virus crénicos como no caso do HIV, TOX é um fator de transcricdo que mantém a
exaustdo de células T CD8" de memdria (SEKINE et al., 2020). Essas diferengas
indicam a necessidade de investigar mais a fundo se a modulagdo de TOX em
células T CD4* e CD8" ocorre de maneira distinta dependendo do patégeno
envolvido, uma vez que nao observamos o aumento de TOX pelas células CD8" no
grupo antes do tratamento, mas sim uma diminuigdo quando comparado ao grupo

controle, o que pode sugerir uma tentativa das células T CD8" de manter sua
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capacidade citotdxica contra o parasita e evitar a progressao para um estado de

exaustdo completa.

A Granzima B é uma enzima liberada por células citotdoxicas como os
linfocitos T CD8" e células NK, desempenhando um papel crucial na indugdo de
apoptose em células infectadas por patégenos (NOVAIS; NGUYEN; SCOTT, 2021).
No nosso estudo observamos um aumento significativo na expresséo percentual de
Granzima B pelas células T CD4conv e T CD8" no grupo antes do tratamento, o que
pode estar contribuindo para a formacéao das lesées. Um estudo encontrou achados
semelhantes com o nosso, no qual os pesquisadores avaliaram a expressado de
Granzima B pelas células CD8" em pacientes com LC residentes de areas
endémicas para Leishmania braziliensis. Neste estudo identificaram que os
pacientes do estudo produziram mais granzima B pelas células CD8" e
apresentaram uma citotoxicidade aumentada, sugerindo que as células T CD8*

estdo envolvidas na formacéo das lesbées de LC (CARDOSO et al., 2015).

Outro achado relevante foi o aumento da intensidade de fluorescéncia (MFI)
de granzima B nas células T CD4* e T CD8" nos grupos antes do tratamento, com
uma diminuicdo significativa nos grupos pos-tratamento. Esse resultado pode
sugerir que, com a resolugao da infecgdo, ha uma reducgao na atividade citotéxica
dessas células, o que pode estar relacionado ao controle da resposta inflamatéria e
a restauracdo do equilibrio imunolégico. Embora a atividade citotdxica seja
essencial para o controle da infeccdo, uma resposta exacerbada pode resultar em
danos teciduais significativos (NOVAIS; NGUYEN; SCOTT, 2021).

Além disso, também observamos uma diminuigdo da frequéncia de células T
CD4conv coexpressando GRANZ'2B4*PD1* no grupo antes do tratamento em
comparagao ao grupo controle, o que pode ter acontecido devido a migragao dessas
células para os locais de lesdo e diminuindo sua frequéncia detectada no sangue
periférico, além de indicar que essas células podem estar passando por um
processo de exaustdo, resultando na diminuicdo da funcionalidade celular
(BANERJEE et al., 2021; NOVAIS; NGUYEN; SCOTT, 2021).

Observamos que, em células T CD8*, o aumento da frequéncia do receptor
2B4 no grupo pos-tratamento, assim como o aumento da coexpressao de

2B4'CD160" quando comparado ao grupo antes do tratamento, e juntamente
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observamos o mesmo padrdo na intensidade de fluorescéncia média (MFI) do
receptor em células CD8" e DN, o que sugere que ha uma modulagdo
poOs-terapéutica visando regular a atividade citotoxica. Essa regulagao por 2B4, um
receptor co-inibitério, tem como funcgao limitar a atividade efetora das células T,
prevenindo danos teciduais excessivos, mas, a0 mesmo tempo, pode comprometer
a eliminagdo do parasita se expressa em niveis elevados ou em contexto de
exaustdo funcional (CHEN et al., 2017). Dessa forma, a modulagdo dos niveis de
2B4, e sua coexpressao com CD160 e granzima B, indicam uma regulacédo da
atividade citotoxica apdés o tratamento, o que pode refletir um mecanismo de

protecao contra danos teciduais apos a cura.

Diferindo dos nossos achados, no estudo de Egui e colaboradores (2018), ao
avaliar a expressdo 2B4 e CD160 por células CD8" de individuos com LC,
observou-se que houve maior expressao desses marcadores por células CD8+
pelos individuos com a doenga ativa quando comparado ao grupo apés a cura, 0
que sugere exaustao de células T CD8" durante a infecgao por Leishmania (EGUI et
al., 2018).

Os nossos achados demonstram que, nas células T CD4conv e DN, a
expressao de CD160 é significativamente reduzida no grupo antes do tratamento
em comparagdo ao controle, enquanto no grupo poés-tratamento observa-se um
aumento acentuado, sugerindo uma recuperagao ou reequilibrio da via regulatéria.
Em contraste, nas células T CD8", o aumento de CD160 no pds-tratamento, tanto
em frequéncia quanto em intensidade (MFI), indica uma possivel retomada do
controle da atividade citotdxica, prevenindo danos teciduais excessivos. Essa
dindmica pode ser explicada pelo papel dual do CD160, podendo atuar tanto na
ativacdo quanto na inibicdo das respostas celulares, dependendo do contexto
imunologico (NOVAIS; NGUYEN; SCOTT, 2021).

No estudo realizado com humanos, de Zhang e colaboradores 2020, mostra
que a modulacdo de CD160 em diferentes subpopulagcdes de células T esta
diretamente ligada ao equilibrio entre respostas efetoras e mecanismos inibitérios,
influenciando o curso das infec¢des cronicas (ZHANG et al., 2020). Dessa forma, a

variagdo na expressao de CD160 observada em nossos grupos pode refletir a
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tentativa do sistema imunoldégico de reequilibrar os mecanismos de ativagédo e

regulagédo apos a intervengao terapéutica na leishmaniose cuténea.

Nosso estudo observou ainda que, nas células T CD8" e nas DN, ha uma
reducdo na frequéncia e na intensidade de expressédo do receptor CD28 no grupo
pos-tratamento em comparag¢ao ao grupo controle, enquanto nas células T CD4conv
observamos um aumento na intensidade de fluorescéncia de CD28 no grupo antes
do tratamento. O CD28 é uma molécula de superficie que tem como principal fungao
atuar como receptor de co-estimulagao de células T. A interacdo do CD28 aos seus
ligantes CD80/CD86 vai ser responsavel pela ativagdo das células T, proliferagao
das células T ativadas e promogado de uma resposta imune eficiente (FIRMINO
RODRIGUES NETO, 2022).

Nossos achados sugerem que, durante a fase ativa da leishmaniose cutanea,
a ativacao exacerbada das células T CD4conv € mediada pelo sinal co-estimulador
do CD28, promovendo uma resposta imune intensa, enquanto a diminuicdo de
CD28 em células T CD8+ e DN no grupo pos-tratamento pode refletir uma tentativa
de retorno da homeostase do sistema imune, diminuindo o sinal coestimulador para
evitar uma ativacido excessiva das células T. No entanto, em estudos com humanos
com doencgas cronicas demonstraram que a perda ou reducdo de CD28 também
pode esta associada a disfuncdo e exaustdo das células T, influenciando
negativamente na resposta imune (HUANG et al., 2023; ZELLE-RIESER et al.,
2016).

Os resultados da analise de t-SNE corroboram com os dados percentuais por
citometria de fluxo. Observamos que tanto as células T CD4+ quanto as células T
CD8+ exibiram elevada expressao de PD-1 e elevada expressao de TIGIT pelas
células T CD4+, contribuindo para o estado de exaustdo celular. Além disso,
observamos reducdo da expressdo de Granzima B, assim como observado nos
dados percentuais, pelo grupo pds-tratamento sugerindo o retorno da homeostase

apos resolugao da doencga.

Juntos, nossos dados sugerem que as células T CD4conv apresentam um
padrdao de exaustdo no grupo antes do tratamento, evidenciado pelo aumento de
receptores como PD-1 e TIGIT, sugerindo uma tentativa de modular a resposta Th1,

mas comprometendo a eficacia na eliminacdo do parasita e, consequentemente,
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cronicidade da doenca. Enquanto no grupo pos-tratamento os dados indicam uma
tendéncia a recuperacao da funcionalidade imunolégica com a redugao de TIGIT e
TOX, o que sugere uma diminuicdo do estado de exaustdo e reequilibrio da

resposta efetora.

Em contraste, as células T CD8" exibiram um perfil mais predominantemente
citotoxico, com a expressao de 2B4 e CD160 no grupo poés-tratamento, sugerindo
uma recuperagao do sistema imune e retorno da homeostase. As células T
reguladoras (Treg) apontaram para uma capacidade supressora alterada que pode
prejudicar o equilibrio regulatério com a elevacéo de TIGIT e diminuigdo de TIM-3
nos pacientes com a doenca ativa. Ja nas células DN observou-se alteracdo com
maior expressdo em marcadores como CD28 e CD160 no grupo poés-tratamento,
que podem refletir um estado de ativagdo e regulagdo para restabelecer a

homeostase.

Além dos resultados de citometria de fluxo, a analise transcriptdmica de
RNAseq do nosso estudo demonstrou que os genes associados a exaustao e
supressdo de ceélulas T, como GZMB (Granzima B), CD160, CD244 (2B4) e
HAVCR2 (TIM-3), estdo significativamente elevados em lesbes de leishmaniose
cutanea quando comparados a pele saudavel, o que reforga nossa hipotese de que
ha uma disfungdo das células T. Esses dados reforcam os achados obtidos por
citometria de fluxo, que também indicam a presenca de um perfil de exaustido
celular nos pacientes com LC. Em estudo recente de Singh e colaboradores 2025,
foram analisadas amostras de lesdes e pele saudavel, e foi observado uma
expressao elevada de marcadores de exaustdao como PDCD1, TIGIT, HAVCR2 e
GZMB, que estdo associados a incapacidade de efetiva da resposta imune e a
persisténcia do parasita (AVILA et al., 2025).

A analise da expressdo de citocinas inflamatérias do nosso estudo
demonstrou uma variagdo interessante na regulagdo da resposta imune na
leishmaniose cutdnea. A IL-12, essencial para diferenciagao de células T CD4+ em
células Th1 que serao responsaveis por produzir IFN-y para eliminagado do parasita
(GORAK; ENGWERDA; KAYE, 1998; JOHANSSON et al., 2011), ndo apresentou

variagbes significativas entre amostras basais e estimuladas com antigeno de
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Leishmania braziliensis, sugerindo que nesse contexto outros mediadores podem

ser mais determinantes para a resposta imune.

Em contrapartida, o fator de necrose tumoral (TNF), mostrou aumento
significativo em amostras estimuladas tanto em pacientes com LC ativa quanto em
individuos saudaveis, o que pode refletir a ativacido de uma resposta
pro-inflamatéria indispensavel para a eliminagao do parasita, mas que, se expresso
de forma excessiva e prolongada, pode ocasionar danos teciduais (TARAGHIAN et
al., 2021). Em estudo de coorte, realizado em humanos com LC, relacionaram niveis
elevados de TNF com maiores lesdes, sugerindo que a modulagao desse fator pode

ser crucial para o manejo das ulceras causadas pela LC (BARRAL et al., 2011).

De forma similar, a expressdo das citocinas IL-13 e IL-6 aumentou
significativamente apds estimulo antigénico, evidenciando uma resposta inflamatéria
robusta que, em exposi¢cao prolongada, pode promover sinalizagao cronica das
células T, resultando na perda funcional progressiva dessas células e contribuindo
para a exaustao celular (CARVALHO; BACELLAR; CARVALHO, 2022).

Em adicao, as células basais do grupo pos-tratamento apresentaram niveis
significativamente maiores de TNF, IL-6 e IL-13 quando comparadas ao grupo antes
do tratamento, sugerindo que, apos a intervengdo terapéutica, o sistema
imunoldgico passa por um reequilibrio inflamatério, possivelmente refletindo uma
tentativa de reparar os danos causados durante a fase ativa da doenga. Uma
situacao similar pode estar acontecendo quando observamos que houve uma maior
e significativa expressdo de TNF pelas células que n&o receberam o estimulo
antigénico do grupo controle quando comparado a expressao pelas células basais
do grupo antes do tratamento, o que nos leva a supor que individuos saudaveis
estdo exibindo um perfil de inflamacdo normal a fatores nao relacionados a LC,
enquanto os individuos com LC ativa apresentam uma menor e nao suficiente
expressao de TNF para eliminagao do parasita, podendo ser uma caracteristica da
exaustdo celular ja estabelecida (GONZALEZ-TAFOYA et al., 2020; TARAGHIAN et
al., 2021).

Uma outra citocina proé-inflamatéria € a IL-8, que é responsavel por recrutar
células imunolégicas para o sitio da inflamagéo. No nosso estudo, a IL-8 teve uma

expressao significativamente maior nas amostras que nao receberam estimulo
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antigénico do grupo pos-tratamento quando comparado as amostras que também
nao receberam o estimulo do grupo de individuos antes do tratamento e controle.
Esse aumento de IL-8 no grupo pés-tratamento pode estar relacionado ao processo
de regeneracéao tecidual apds o tratamento contra LC para recuperagao do tecido

lesionado.

Uma vez que o sistema imune esta expressando citocinas pro-inflamatdrias
na tentativa de eliminar o patégeno, mas que essa expressao pode estar excessiva
e causar danos ao tecido (AZIM et al., 2021), uma outra citocina € extremamente
importante para regular a resposta inflamatoria excessiva. A IL-10 € uma citocina
anti-inflamatéria que tem a capacidade de inibir citocinas pré-inflamatérias e suprimir
a ativagdo de células T com o objetivo de controlar uma resposta imune
excessivamente agressiva (COUPER; BLOUNT; RILEY, 2008).

Nesse estudo identificamos que houve uma expressdo significativamente
aumentada de IL-10 nas amostras estimuladas com antigeno nos grupos controle e
antes do tratamento, podendo inferir que essa expressao pode estar envolvida na
modulagcdo da resposta imune, tentando prevenir uma resposta inflamatéria
excessiva, uma vez que identificamos um aumento da expressdo das citocinas
pré-inflamatérias, como visto anteriormente. Similar aos nossos achados, um outro
estudo também avaliou a expressao de IL-10 em pacientes com LC. Nesse estudo
eles identificaram que houve uma maior expressao de IL-10 pelas células Treg de
pacientes com a doenca ativa quando comparado a individuos nao infectados
(COSTA et al.,, 2013). Em um outro estudo, ao avaliar a produgao de IL-10 por
individuos antes do tratamento, pos-tratamento e apds cura clinica, observou-se que
houve uma producédo significativamente maior de IL-10 pelos individuos antes do
tratamento quando comparado aos outros dois grupos (BRELAZ-DE-CASTRO et al.,
2012). No entanto, esse mecanismo de feedback negativo da IL-10 pode também
estar contribuindo para o estado de exaustao celular uma vez que essa citocina vai

limitar a capacidade efetiva das células T.

Além disso, também identificamos que houve uma expressdo aumentada e
significativa de IL-10 pelas amostras que nao receberam estimulagao antigénica no
grupo poés-tratamento quando comparado ao grupo antes do tratamento, o que pode

indicar que apds o tratamento o sistema imune esta promovendo a resolugao da
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inflamacao crénica e respondendo de maneira mais controlada e regulada para

retorno da homeostase do individuo.

Ja uma maior e significativa expressdo de IL-10 nas amostras que nao
receberam o estimulo antigénico do grupo controle quando comparado as amostras
que nao receberam o estimulo do grupo antes do tratamento pode estar relacionado
com os niveis basais de regulagdo imunoldgica presente em individuos saudaveis,
enquanto os individuos com a doencga ativa apresentam uma resposta imunologica
desequilibrada, refletindo em uma resposta pro-inflamatéria exacerbada (KANE;
MOSSER, 2001).

Este estudo teve como limitagbes a captacao de pacientes que foi impactada
pela pandemia de COVID-19, que restringiu o acesso aos servicos de saude e,
consequentemente, dificultou a inclusdo de participantes. Além disso, ocorreram
desafios de natureza técnica, como dificuldades em alguns momentos no uso dos
equipamentos, bem como contaminacao de reagentes, fatores esses que levaram a
perda de algumas das amostras, e por consequéncia, a redu¢gdo do numero final de

participantes incluidos no estudo.

Em conjunto, nossos dados integrados, da citometria de fluxo, analise de
RNAseq e avaliagdo de citocinas, revelam um cenario complexo na leishmaniose
cutanea, onde os marcadores de exaustéo e inibigao (PD-1, TIM-3, TIGIT, CD160 e
TOX) se articulam com os niveis de citocinas proé-inflamatérias (TNF, IL-1p, IL-6,
IL-8) e anti-inflamatdrias (IL-10) para moldar a resposta imune. Durante a fase ativa,
a ativacao inflamatdria intensa e a subsequente exaustdo das células T parecem
favorecer a persisténcia do parasita, enquanto, apds o tratamento, ha indicios de um

reequilibrio imunoldgico que busca restaurar a homeostase.
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8 CONCLUSOES

e A LC afeta principalmente individuos adultos do sexo masculino devido a
uma maior exposi¢do ambiental ao vetor, especialmente em atividades
laborais ao ar livre, o que também justifica a predominancia das lesdes
estarem localizadas nos membros inferiores;

e A citometria de fluxo possibilitou a identificagdo das subpopulacdes de
linfocitos T CD4conv, CD8*, Treg e duplo-negativas, demonstrando que
pacientes com LC ativa apresentaram um perfil imunolégico alterado
evidenciado pelo aumento de receptores de exaustao e inibitérios;

e As células T CD4conv demonstraram elevada expressao de receptores de
exaustdo como PD-1 e TIGIT pelo grupo antes do tratamento, sugerindo uma
tentativa de modulacéo da resposta Th1 que, contudo, compromete a eficacia
na eliminagao do parasita;

e Ja a alta expressao dos receptores 2B4 e CD160 pelo grupo poés-tratamento
em células T CD8+ sugerem uma recuperagao do sistema imune, visando
regular a atividade citotdxica das células e restabelecimento da homeostase;

e As células T reguladoras (Treg) tiveram um aumento no grupo antes do
tratamento na frequéncia de TIGIT e diminuicdo de TIM-3, sugere para um
perfil que pode contribuir para um desequilibrio regulatorio;

e As alteragbes em marcadores CD28 e CD160 nas células duplo-negativas do
grupo pos-tratamento possivelmente colaboram para o reequilibrio do
sistema imunoloégico e retorno da homeostase;

e Nos ensaios de CBA observou-se que, enquanto pacientes com LC ativa
manifestam uma resposta proé-inflamatoria que pode contribuir para a
cronicidade da doenca, o aumento dessas citocinas, como TNF, IL-6 e IL-8 no
grupo pos-tratamento pode indicar uma modulagao na resposta inflamatéria e
tentativa de restauracdo da homeostase;

e A analise transcriptdmica por RNAseq confirmou a sobre-expressao de genes
associados a exaustdo celular, reforcando os achados fenotipicos e
demonstrando que os mecanismos de exaustdo dos linfécitos T estao

presentes em lesdes de LC, resultando na cronicidade da doenga;
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e Os resultados de t-SNE reforcaram a nossa hipétese que a expressao de
receptores de exaustdo, como PD-1, em pacientes com a doencga ativa
podem contribuir para o estado de exaustao de células T,

e A integragao dos dados clinicos, imunofenotipicos e transcriptonicos ofereceu
uma visao abrangente dos mecanismos imunoldgicos na LC, evidenciando
como a infecgao ativa pode induzir um estado de exaustdo que favorece a
cronicidade da doenga;

e Esse estudo pode servir de apoio para o desenvolvimento de novas
estratégias de tratamento que visem reverter a exaustdo dos linfocitos T,
melhorar a resposta imune e, consequentemente, controlar a disseminacao e

os impactos econdémicos e psicossociais da doenca.
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deniifizas presersando, nesle caso, & sul denlidade. O IAMFIQCRUE poderd tambem astocar o
maherial coltada par positnOnes esbudos, APENAs S0 0 wool concordar, Vook poderd confactar o
GEF/lAM para saber 58 a pescusa fol avallada ¢ aprowada quanto & élica do estudo. Da mesma
foirma o CEP podard ser conlactads sirands do anderecs Centro de Pesquisas Aggeu Magahdes,
FIOCRUE, Avanida Morges Rege, afn, Cidade Linieersildsa, caixa postal 7472, CEP: S0ETO-420,
Recife-PE, Brasi. telefong (81) 29012638 em casa de alguma derdncia o sua parte referente a essa
P L al.

[Este dacumerio & fasa & duas vias, Hcando umd &M Sus posas & & oulra com 8 squipe di
et & que das & quaisguer Aiidas gus vl lenha sobie O Sgnificado 08 [ermas amgneged e
nesER taxlo Ihe sardo complalaments esclarecdas por um dos membros oo propele aRbes que Voo
assine oEe iIMpressa,

Redsricas iParticigams)
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DECLARACAD DO PARTICIPANTE

Recile { FA
Eu . daeclarg  qua

campreendi et beema e acelto participar do eastudo

Acginabura da menon

InprassEn
digita

Azdinabury Teshamunhia:

Assinabura do emnedstadar

Duvidas au culras informagdies posteriores poderde sar obdidas com:

Dra. Waldria Pereira Hernandas
Pasguisadora do Insliluto Agpeu Magalhdss
A, Morpes Rego, &n , nd Campus da LIFFE
CEF SDETO-420 Raote-FE

Forpe: 000081 2101-26821

Em cazo ce dividas ou prescupapies quanto aos seus dinsfas coma parficipanbs deste eshudo, yook
pode enirar =m contale com o Comié de Elica em Pesquisa (SEPR) desie cenbro de pesquisas,
localizaga na Ay, Professor Moraes Rege. sn - Campus da UFPE - Cdade Univarsiing, Reciin™E
CEF 50670420, airants do telefona (81) 2101-2635 ou pelo e-mail: comBeaticafopaam fioong br, O
noranc de funcignamento & das B — 92 h @ &5 13 - 17h. @ CEF @ respeidadal pela aeplingan
avpmpanhamantd dos &Spechos 4licos de las 55 [EEquikas anvolyandds 5anes RUmancs.

Essa projale ames de sau inicio fol aprovado peln Comadd da Efica am Pazguisa do nstitule
Aggeu Magalhaes, padenda ser confirmada no site www.saude gow brsisnep

Rbsricsis (Particifeme)
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APENDICE C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - PAIS
OU RESPONSAVEIS

Ml irdarnieric da S ok

FEECHLL
Lo Crex

Irentituln Aggau Magai=

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDD - PAIS DU RESPONSAVEIS

Projeto “Caracianzagio da resposla muncligica em pacientas porladonss de Leishmanioss
Tagqumentar Amencars Afva e apds cura dinica”

O ahjeliv principal desse projeln & & andlise da aspacios Ell]‘l:ﬂlxi qua poda lor inlludncia
na deenca causada palo mcrdbio Lashmans (Vanna) brazlessrs, A Leshmanes & om parasita do
horsesn Que causa doanca (esles) na pala, conlwcids como leismanioss egumentss [kanda brava)

QA seuisua) hlhoja) st sendo canvidadeia) a paricipar desie esludo pongus mora &m
uImes rﬁﬂ-ﬂl} onde g leishmaniss & comom. OJA) seui2ua) fhala) 2erd acompanbasdala) por visdlas
AT BUA CARA, COM chjlhvo @ idenBlicar 58 AlgUAM da 5ua Tamila ol contaminada pale parasila qua
CAUES A leElvranoas, Para (890, 88 DESE0As (U OGS 8N Sua CAER 1S saido coraulladas.

Comp cia) seufsua) 1ihoa) taz parte do grupo de pacientes, Serd solicilada uma coleta de
sangue de 20 ml & ques squivale a duas colheras de sopa. Serdo lambdn malbzadss axames para
conlinmar sua doRnga @ que iInCluido A pesquisa dinela, pungho aspiativa, Imuncllugrescincia
indinsta & Bidpsia da borda da dedda Todas as infermacies @ dolalhes dos examas qus secho
realZA00S, SATRD PReviaments esclaracidns para ofa) senharal Alm dEso, olR) senhora) 1ambsm
rascaberd o8 resulados desses acames, que ssd emilido pelo Savico de Referdncia e
Leisnmaniosas 40 el Aggeu Magalhias. Todo procedimanto eera realizada com matanal estanl
descaiivel & por profissionais ce sadde da reconhacda capacidade. & coleta de sangue pode causar
Ui laya cessoonions, come or no local da R0, 8, TafamseTe, podks |ayar B0 Aparacimene i Wna
mandha roxa aa redon da picaca, causada pelo extrvasamenta de pequena guanfidade de sangue
(ramaboma) A bidpsia & 8 retrada e um pegquand pedaia da ke, aphcando-se uim arEElEEicD;
nomalments, nfio clersos dsoos, excels um pequeno sangramenta na kocal ou um pomo de infecgo,
qua pode S0 WRlAG0 Com limpeza @ meScachs locais A bidpsia serd malizada pela madica
dermablogista parficipanie do projels no hospilal ow ceniro de saldde onde ola trabalba

Q ramadic Wilzado para 9 Iralamantd svd o Glucantime® & ofa) seuysul) ﬁh:'lﬂ] 1nara
injepbes ro brago ou nas nidogas om doses que senlo presariias pela e midica. Essa remddia
Slucantimad} & o maik uslizedo, promive curg &3 JoencE 8 pode 1er eleiloe Colalerais O
niuseas e indsposiclo (moleza). Se ooorer qualquer atemcio no organisma dofa) seuiss) Alhajal,
& sanhcy deverd proturar o msdcs do postd de sanda. O sanhor ndc bard gaslod e decordncia dos
lesies ou Iralamento que ofn) sessua) flho{a) malzard, Os bonsliccs om paficipar deste eshada
BB0 gue () seuibaa) Blhoda) @ o8 membngs e sud Famila sardo esludados para avalar o8
apresciam algum sinal de infecpfo ou e 5% Imunes a deseryalver A kkishmaniose. Esse tmbalha
Irard grande Benalicie fo esleda da leiEhmanidess, pois sjudard a anlendss malhor salng 8 proteiso
das pessoas a osm doenga. OJA) senhorfa) pode solidtar informagfes sobve o projeio a qualquer
ol CRED julgus recedshne. OUA) sanhona) podard recusar ou relicdd sy Consanlimenis. &m
qualquer momenta da invesigacio, sem quakjuer puncio ou prejuize dofa) sewisua) flhola)

A, Furrdsio Oewalkdo Cruz (JAMFIOCRLUE) esld aulonissds a ubliser a5 mfomailss obilidas
almretis dos resulades dos procedimentos om rounlifes, congresscs, paienies o publicagiies
chanlificas presavanda, nests caso, & sus dantidade. O BMFIOCRUZ poderd tambdm eslocar o
material coleiRdo para posienones esiudos, Aperas 5¢ 0 senhona) concondar, (&) senhonA) podend
contactar o CEPILAM para sabew g a pesguisa (o avaliada e aprovada quanis 3 ébca do estuds. Da
masma fonma o CEFP pedeard ser confRciaco Alraeds o endemnco Insliiie Aggeu Magaihfes,
FIZCRUZ, Avenda Momes Rego, ='n, Cidade Universtdna, caixa postal 7472, CEP: S0670-420,
Fescile-FE. Brasd, telefons (51) 21012630 e cas0 38 aljuma dervings de sul pans redenenle 8 8ssa
peESquis.

Esta daciamanio & Meilo am dups was, Bcando uma & Ba posss 8 & DUlrh o 8 equips oo
progeta @ que bodas & quaisquer dividas que o senhar venha a %er sobre o sgrificado dos fermos
amgragadcs naste Bxin Ihe SerBo Compliamants asdaneddos por um s membros 00 progEln
antes. gue o senhar assine esie impresso.

Bubrica [Pamticip

[ Pmaumanda)
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FIOCELE
Fonilagie Crmslie Crur
Instigani Aggpina Migalhias
DECLARAGAD DO RESPONSAVEL
Recilie f Fao
Eu, . declaro que

campresrdi @sta bama & acslo parkcipar do astuds

I praisio

dignal

Assinabura 9o responssel;

Assinahura Testamiunhe:

Asginaburs oo errenstadar

Duvidas ou outras miormagdes posteriores poderdo ser obdidas com:

Dra. Valéria Peraira Hernandes
Pasquisadors do Inslildo Aggsu Magalhias
M. Moraes Rego, =i, no Campus da UFFE
CEP. 50670-42] Racie-PE

Frome: DS 2101-2631

Em caso de dinddas ou preccupapdes quUantd 806 seus dinelos como paricipanta dache ecude, o [a)
serhor () pode enbier &m oontsts com o Comid de Elice em Pesquise (CEF) desle caniro de
pesuisas,

locaizaco na Av. Professor Moraes Rego, &n - Campues da WFPE - Cdade Univarsitina, Reciled™E.
CEP-50.670-420, alrawds do telalona (B1) 2101-2838 ou pelo e-mal: comileeticadfopgam fiocue b, O
hordnio de funcioramento & das B - 12 h e @&as 13 = 17h. O CEP & respormsdeal pela aeakagho &
acampanhamenta dos aspectos &licos de todas as pesquisas snvolvenda seres humanos.

Exge projelo ames de ey inicio foi aprovado pele Comité de Elica em Pesguisa do Institute
Angeu Magalhfes, podenda ser confinmaio ne Site wve a0, e Diiamem

1+
I

Rksrieas iParticigame)
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APENDICE D - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
GRUPO CONTROLE

Www g b Saarde
PRCC R
Fursiagan Chrvanlin Grae

Irratilule Agraau Magalhbes

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDD - GRUPC COMNTROLE

Progato; “Camcarizacio da msposta imunalogica em pacientes pofadomes de Leishmaniosa
Tegumanas Americana Aliva e apds cura clinica”.

O objelivo principal dosse projeio € a andlse de aspecios bisldgicos que pode ter
nfiuéncia na doanga causada pelo micréblo Laishmani Wanmia brazlensis. A Lelshmans &
um pamsita do homem que cavsa doenga (lesdes) na pele, conhecida como |eishmanioss
tegumentar (ferida brava).

i) senhar esta sendo convidadoda) a participar deste ashugo por 58 enconkrar no
grups conlmle, ou seja, prups de individucs gue nlio apresentam & doenca, & meside am
regiio em que ndo ¢ endémica para @ doenca, & que servidio de comparagio com oS
ndividuos doanies. Ad senhar(a) sara solicitada uma dnica oolela de sangue de 20 ml o gue
aquivale a cuas colheres de sopa, Todo procedimento serd nealizado com malenial eslénl
descandvel & por profissiongis de sadde de reconhecida capacadade. & caleta de sangus
pode causar um leve desconforto, como cor ne lecal da punclio, @, m@amente, pocs levar ao
aparacimento G& uma mancha foxa Bo redor da picada, causada palo exlravasamenis da
PEquUENa quanidade de sangue (hematoma), Esse irabaihe trara grande beneficis no @shicg
da leishmanicss, pos ajudard a enbander malhor sebre a probegds das passoas a esla
dognga, CHA) senhoria) pode selici@r informagées sobre o projeio a gualqear mamenta
cass julgue necassana, OA) senhar(a) poderd recuses ou ralirar o seu consentimants, em
qualquer momenic da investigacio, sem qualquer punicda ou prejuizs,

A Fundagio Dewakdo Cruz (IAMFIDCRUZ) esta aubdrizada a ulilzar a5 informagdes
chlidas araves dos resuliados dos procedimenias am reUnices, CONgressss, patenies @
publicagbes cientilicas presarvando, neste casd, a sua dentdade, O IAMFIDCRUZ podera
também estocar o material coletade para poshenores estudos, apenas s ofa) senharfa)
concordar. QA] senhoria)l poderd contaciar © CEP/LAM para saber B8 a pasguisa fol
avaliada @ aprovada guanie a &fica do eshudo, Da mesma forma o CEP podera ser
contactade abraves do enderaco Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUEZ,
Avenida Moraes Rego, sin, Cidade Universitina, caia pesial 7472, CEP: B0E70-420
Reacife-FE, Brasil, lelefons (S1) 21012830 am caso de aljuma denincia de sua pars
raferents & essa pesguisa

Rubeicas [Pamscipanmie)
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Insunng Agppiea Magalhiaa

Esie documaenin & feito em duas was, ficanda uma em sua posse @ a cubra com a equipe do
projeto & gue lodas & quaisquer dividas gue ofa) senhora) venha & er soboe o significada
dos lermos empregades no prasente texio Ihe serfo completaments esclarecdos por wm
dos meambres ¢o proien anies que o Senhor Assine este iMpressa .

DECLARACAD DO PARTICIPANTE

Reile, i Faol__
Eu . declar cquae

aampreendi a5t b e acein parkicipar do astuds

AEsinatura A B MR ey

ImpressEa
digital

Aszinaburs Testemunitu:

Ssinaburs do e shador

Duvidas au cutras informagdes posteriores poderde ser obiidas com:

Dira. Waléria Pereira Hernandes
Pasquikhdors 39 [nalibubg Agoasu Magalhies
A, Moraes Rago, &', nb Campus da LIFFE
CEF: 506T0-120 Rpcle-FE

Fome: 000081 21012821

Ern <850 ¢& Anidas cu prascupaided quarntd 808 seus dirstos oomd panicipants dasha asydo, O (4]
serhor [a) pode erfrar em conlate com o Comibd de Elica em Pesguisa (CEP) desis cenimo de
[ TESTS

Iocalizada na Ay, Professor Mores Rego, 2in - Campus da UFPE - Cdade Unbvarsitding, ReciePE
CEF-50,6r0-420, airaraés 4o deletone (81) 2101-2532 gu pelo e-mai; comapeticaghopgam hoone. br, &
haranc da funcicnamanto & das B — 12 ha 888 13 = 1Th. O CEF & rasponesvel pela aveliaghe a
Acampanhamanko dos aspectos dlicos de iodes &5 peequisas anviolvands sanes Humanos,

Esse projeio anies de seu inicio fol aprovado pele Comitd de Etica am Pasquisa do nstituie
Apggeu Magalhiies, podendo ser confirmada no site wwe.saude. gov brisisnep

Relsritsis iParticiganme)
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APENDICE E — FLUORESCENCE MINUS ONE DOS ANTICORPOS UTILIZADOS
NO ESTUDO

Figura 30 — Fluorescence Minus One do anticorpo CD3 (APC-CY7)

Sample Mame Subset Mame | Court
i FhO_FKAD C03_002.fes| Single Cells GE545
15K = O] FRI0_FKAD Sk 001 fes

Single Cells Q5808
- 10K =
2 ] I
L]
I
4 |
500 = |\
S . A
LILLY | LLLL | T LR | L | T T Ty T LLLL | LR LL |
1! 1" ' 10° 10° 1ot 10
Comp-APC-Cv7-A . CD3
Fonte: Dados obtidos do Software FlowJo versao 10.9.0.
Figura 31 — Fluorescence Minus One do anticorpo CD4 (BV510)
Sample Mame Subset Mame | Court
FWIO_FIO CO4_003 fos| Single Cells | 53160
i 0K = | | FMO_FIIO S _001.fes | Single Cells | 85806
£ 40K = |
3 |
(&)
|
2,0K = |
|
|
IIII
l".
i L
AL | IRl | A LR LY | T LRALY B L |
o' 10 i T i’

Comp-BYS10-4A: CD4

Fonte: Dados obtidos do Software FlowJo versdo 10.9.0.
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Figura 32 — Fluorescence Minus One do anticorpo CD8 (PerCP)
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T
=
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Ty
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Comp-PerCP-Cv5-5-4 0 CDE

103

1IZI4

10

Sample Mame Subset Name | Court
FhdD_FhAD CDB_004.fes| Single Cells | 52762
| FMO_FW0 Sh_001 fes | Single Cells | 85806

Fonte: Dados obtidos do Software FlowJo versdo 10.9.0.

Figura 33 — Fluorescence Minus One do anticorpo TIGIT (FITC)

] Sample Name Subset Name | Count®}
E FAIMEL A_FMO_TICIT_00Z.fcs| Single Cells | 195708
12K =~ ﬁ ]| PAIMEL A_FMO_SM_001.fcs  |Single Cells [ 163581
9.0K = | 4.0
| | o
c
3
i | -
| W
6.0K = |
1 | | 2.0
3.0K = ] ||
| I
E |
\
]
L L B e b B i ks G R na ) m e e
ml 102 103 104 105
Comp-FITC-A : TIGIT

Fonte: Dados obtidos do Software FlowJo versdo 10.9.0.
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Figura 34 — Fluorescence Minus One do anticorpo TOX (PE)

50K __ Sample Mame Subset Mame | Court
] FIO_FIAQ TOX_009 fes | Single Cells | 57708
- | | FMO_FMO SM_001.fes | Single Cells | 95806
40K =
3.0K =
2,0K =
1.0k =
0 -
T
1’ 10 10 1n* 1o°
Comp-PE-& - TOX
Fonte: Dados obtidos do Software FlowJo versao 10.9.0.
Figura 35 — Fluorescence Minus One do anticorpo TIM-3 (PE/DAZZLE)
Sample Mame Subset Mame | Count
30k = '.I FID_FWIO TIMG_OO7 fos | Single Cells | 58512
. | | FMO_FMD 5M_D01.fos | Single Cells | 85808
|
20K = |
I |
I |
1.0K = |
|
] |
0 b
A B AL B,
i’ [’y 10 wn* in°

Comp-PE-CFS94-4 :: TIM-3

Fonte: Dados obtidos do Software FlowJo versao 10.9.0.
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Figura 36 — Fluorescence Minus One do anticorpo FOXP3 (APC)

K = Sample Name Subset Mame | Count
g i FAINEL A4_FMO_FOXP3_003 fcs [ Single Cells | 200810
1 ]| PAINEL A_FMO_SM_001 . fcs Single Calls | 163581
4.0K =
J Illl
1 I
|
2.0K = |
_ I
I
§ |
|
. |
|
o I"\-.
T T T Ty
1w 10° 10° 1w0?
Comp-APC-A :: FOXP3
Fonte: Dados obtidos do Software FlowJo versao 10.9.0.
Figura 37 — Fluorescence Minus One do anticorpo PD-1 (BV421)
50K = Sample Mame Subset Name | Cournt
8 FWO_Fhi0 PO1_00G fos| Single Cells | 51288
| | 1| FRAO_FIIC ShA_001.fes | Single Cells | 85808
40K = |
30K = |
'E' 4
3 ' |
U -
20K = |
1 I
: I
10K = |I
- I|
|:| - [
I|III‘ T II|IIIII T T I|III‘ T II|IIII| T T I|III‘ T
i’ 10° 10 w? 10

Comp-BYW421-4:: PD-1

Fonte: Dados obtidos do Software FlowJo versdo 10.9.0.
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Figura 38 — Fluorescence Minus One do anticorpo CD28 - (PE-CY7)

Sample Mame Subset Name | Court
15K FiQ B_FhQ CD28_010.fes( Single Cells G043a
T I| [ FWI0 B_FIID ShA_001.fes | Single Cells G3G1T
- 1
10K = |
500 = |
. II
|
i |
1
1] - At
T II|IIII T II|III| T II|III| T II|III| T II|III| T II|III| T
10! i’ 10°

Comp-PE-Cw7-4 . CD28

Fonte: Dados obtidos do Software FlowJo versdo 10.9.0.

Figura 39 — Fluorescence Minus One do anticorpo CD160 — (APC)

20K = Sample Name Subset Mame | Court
b | FhiD B_Fhi0 AP C_005 fos| Single Cells | 51534
] || | FMO B_FKD SKA_001 fes | Single Cells | 63617
16K = ‘
T ]
1.0K = ||
500 = |
1 |
i |
k |
1] \
BN L L M L i B UL ma )
10’ 10! 10

Comp-APC-4 - CD160

Fonte: Dados obtidos do Software FlowJo versao 10.9.0.
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Figura 40 — Fluorescence Minus One do anticorpo GRAZIMA B - (FITC)

k Sample Name Subset Mame | Court
. ﬁ FIO B_FW0 GRANZINM_DOB.fos Single Cells | 45363
4.0K = | 1| F0 B_FMO Shi_D01.fes Single Cells | B3G1T
i !
30K =
20K = |
1 |
1.0k = |
I |
T 1
4 ||
o !
T T I|III‘ T II|IIIII T T I|III‘ T
0’ 1no° 10 TN 10’
Comp-FITC-A  GRAMNZYME b
Fonte: Dados obtidos do Software FlowJo versao 10.9.0.
Figura 41 — Fluorescence Minus One do anticorpo 2B4 — (PE/DAZZLE)
26K = Sample Mame Subset Name | Cournt
. | FMO B_FIO 2B4_007 fes| Single Cells | 51620
] | 1| FKD B_FKAD SKWAD01.fes | Single Cells | 63817
20K - |
15K -
] |
1.0K =
] |
] |
500 = |
] |
- III
0] e \
e AL il el o
10° i’ 10° 10 T 0

Comp-PE-CF594-4 : 264

Fonte: Dados obtidos do Software FlowJo versdo 10.9.0.
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APENDICE F - PARTICIPAGAO EM ARTIGO PUBLICADO: CHEMOKINE
RECEPTORS ON HUMAN REGULATORY T CELLS DURING CUTANEOUS
LEISHMANIASIS
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QRIGINAL ARTICLE m WILEY

Chemokine receptors on human regulatory T cells during
cutaneous leishmaniasis

Maria Carolina Accioly Brelaz de Castro™@ © | Rafael de Freitas e Silva'?* |
Martan Kaique de Andrade Cavalcante™ | Larissa Layne Soares Bezerra Silva™ |
Fabiana Qliveira Santos dos Gomes® | Maria Edileuza Felinto de Brita |

Valéria Régo Alves Percira’

il T ks AERES

Ragahiom Imtituty - Dwaclds Crar Abstract

CIRPI S T The aim of this work was to define the population of repalatory T cells Tregs) which
. e | sew deculating in the Blood of Lefshmasia infected individls dincally displaying 2

Paruriascn, Badl lesion [active dsease-A0] and sub-clivkcal (SC] cnes. We have ncividually collected

I"-‘""“"‘"""“':"’:"“‘“ Rarclly, biood samples. processed the PEMC and stained with fluorochrome -conjugated anti-

mrrartaer,

T —— bodies against CDA, CD4, Fowpd, CO25, CTUAA, Ki-67, CCRA, CCRS. and CCRT.

Parrarics, Bracl Cells waere analyzed by Norw cylometny, Our pesalts suggest that CD2S and CTLA-4

“Twiicn of INTLnchicopy. i ol are vpregulated in Tregs of AD patients when compared to 5C and uninfected

Irrunciogy. Cesier lor Pethophrsicopy, N

ety ] Irnrnslgy, Maical UM congrols, Moneover, Treps prolderaie upon infection based on Ki-57 nuclkear

vty o "o, Wi, Aacra andiggen staining. Firolly, we bove obserosd that these Tregs of SC and AD patients

Caruuedemnas upregdate OCRd, bul not CORS and OCRT. Thane B an cnesss in the rumber of e

Kt Cancliah Aoyl Mt Ui s, culating Tregs in the blood of Letshmanis infecied individuals. These cells are poten-

e e e e MBS | bty mone suppressive Based on the increased upregulation of €025 and CTLA-4

Wnkearity "":'““"‘-'3'- Reue during clirical infection (A0} when compared to 5C infection, Tregs of both 5C and
T
g i PO AD coorts are proflenating and expeess CCRA, which potontially guide them o the
Md:IﬂLﬂtguhh:-ECR!IIdﬂ:R?.
Preven i addrem m
Hafard de Frodin v Sva. Caffole Unfverd iy of
T —— Iy — KLY ®WORDS
C-: chamoldng i, . phor =, parmitic infecBion, mgelstory
Fursding informaasicn T cills
MICTICATTPG M. TB/200E - 4328 018
Procma SO0 HY-5 Call KO TRCATLE
UFFE: Feopemi " LA [ Promme
TAE ] 20010, UnkwialChiPy
[ Ty [T LT ]
1 | INTRODUCTION prduciky. and the Word Heath Drganization PAVHOY estmates

SO b 1 el rey cases annually” CL ety masnly poor psopds
Ciohal warning & changing e dioribution of himan palhagirs e frorn b inorm counlies i alind with paor heudng, populs
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ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA

.--"'_'_'-"'r .
I INSTITUTO AGGEU () Platoforma
ot e, Fiten MAG ALHAES (IAM) N %m-rl

CEET ST e

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZAGAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA EM PACIENTES
PORTADORES DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA ATIVA E APOS

Pesquisador: Valéria Pereira Hernandes

Area Tematica:

Versao: 10

CAAE: 11083812.7.0000.5190

Instituigao Proponente: FUNDACAD OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: FUNDACAQ OSWALDO CRUZ

DADOS DO PARECER
Mumero do Parecer: 5.997.844

Apresentagao do Projeto:

Emenda apresentada para prorrogagdo de cronograma. Porém, essa emenda estd sendo submetda pela
terceira vez, sermn atender as pendéncias descritas nos seguintes pareceres:

Numero do Parecer: 5.038.050, de T4 de Outubro de 2021

Numero do Parecer: 5,644,529, de 15 de Seternbro de 2022

Objetivo da Pesquisa:

N&o sofferam alteragdes.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

N&o sofferam alteragdes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa em andamento desde a aprovagéo em margo de 2013, Tem enviado relatdrios parciais, porém
pendéncias da Ermenda 2 (E 2), cuja primeira verséo data de oubro de 2021, confinuam sern ser atendidas.
Devido a solicitagéo de prorrogacdo de cronograma, gue se estende por mais de 10 anos, serdo ainda
solictados atualizagéo na formagéo do biorrepositério.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

carta_respostaValeria. pdf

TERMOBIOREFOSITORIO . pdf

Enderego:  Av. Prof. Moraes Rego, s/n® 5M -Térreo, Bloco G, Sala do CEP -Campus da UFPE

Baima Cidade Universitara GEP:  50.670-420
UF. PE Municipio: RECIFE
Telefone:  (5192101-2639 Fax: (51)2101-2500 E-mail. cep.iarm@ fiocruz.br
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INSTITUTO AGGEU Q Plabaforma
s cie Crica MAGALHAES (IAM) %fo.ril
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Continuagdo do Parecer: 5.991.844

DECLARACAQC_DA_EQUIPE_ATUALIZADA. pdf
relatorio_parcial_cep_valeria_marco_2023.docx
Projeto_IAM_PereiraV_marco_2023.doc
FOLHADEROSTO_ATUALIZADA2023.PDF

Recomendacdes:
Os relatérios devem ser enviados via notificagdo, como informado em parecer anterior.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

Namero do Parecer: 5.038.050, de 14 de Outubro de 2021

1. Incluir Virginia Paiva como membro de equipe na Plataforma Brasil. Os membros (Amanda Ferreira de
Almeida, Andresa Pereira de Oliveira, Lucas Ferreira Rocha, Thais Miranda de Almeida, Marina de Assis
Souza, M* Carolina Accioly) ndo fazem mais parte do projeto? Se sim, inserir como membros de equipe na
PBE.

Essas atualizagGes devem constar no relatorio parcial que deve ser enviado via notificacdo. Relatoria: a
equipe foi atualizada com os seguintes nomes: Elis Dionisio da Silva, MARIA EDILEUZA FELINTO DE
BRITO, Angela Cristina Rapela Medeiros, Beatriz Coutinho de Oliveira, Maria Carolina Accicly Brelaz de
Castro, MARTON KAIQUE DE ANDRADE CAVALCANTE, Vanessa Lucilia Silveira de Medeiros. Todos
mencionados assinam o doc DECLARACAC_DA_EQUIPE_ATUALIZADA.pdf. ATENDIDA.

Numero do Parecer: 5.644.529, de 15 de Setembro de 2022.

1. Sobre FOLHADEROSTO_ATUALIZADA_jul2022.pdf, o campo patrocinador precisa esta assinado pelo
responsavel do IAM.

Até o presente momento, a folha de rosto devidamente assinada nao foi apresentada. ATENDIDA.

Pendéncias Parecer: 5.873.403:

1. Solicita-se apresentar Termo de formagio de Biorrepositorio. ATENDIDA.

2. Declaragdo de equipe atualizada com as fungdes de cada integrante. ATENDIDA.

3. O nomero de participante de 230 continua inalterado? Se ndo, apresentar nova folha de rosto com
numero atualizado.

Resposta em carta_respostaValeria.pdf: O nimero de participantes permanece o mesmo. ATENDIDA.

O relatorio_parcial_cep_valeria_marco_2023.docx encontra-se aprovado.

Enderego: Av. Prof. Moraes Rego, s/n® S/M -Térreo, Bloco G, Sala do CEP -Campus da UFPE

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-420
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2101-2639 Fax: (81)2101-2500 E-mail: cep.iam@fiocruz.br
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Continuagaoe do Parecer: 5.991.844

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

INSTITUTO AGGEU
MAGALHAES (IAM)

QRBraa "

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo

Qutros carta_respostaValeria.pdf 07/03/2023 |Maria Almerice Lopes| Aceito
15:52:28 |da Silva

InformagGes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_177661| 06/03/2023 Aceito

do Projeto 5 E2.pdf 12:57:40

Declaracao de TERMOBIOREPOSITORIO.pdf 06/03/2023 |Valéria Pereira Aceito

Manuseio Material 12:20:35 |Hernandes

Biologico /

Biorepositorio /

Biobanco

Declaracao de DECLARACAO_DA_EQUIPE_ATUALIZ | 06/03/2023 |Valéria Pereira Aceito

Pesquisadores ADA . pdf 12:20:15 | Hernandes

Qutros relatorio_parcial_cep_valeria_marco_20 | 06/03/2023 |Valéria Pereira Aceito

23.docx 12:16:22 |Hernandes

Projeto Detalhado / | Projeto_IAM_PereiraV_marco_2023.doc| 06/03/2023 |Valéria Pereira Aceito

Brochura 12:15:53 |Hernandes

Investigador

Folha de Rosto FOLHADERQSTO_ATUALIZADA2023.P| 06/03/2023 |Valéria Pereira Aceito

DF 12:08:14 |Hernandes

Qutros ANUENCIA_HC_20_05_2022.pdf 20/05/2022 |Valéria Pereira Aceito
16:20:11 Hernandes

Qutros lattes_vanessa.pdf 22/09/2021 |Valéria Pereira Aceito
22:30:46 | Hernandes

Qutros LATTES_ELIS.pdf 22/09/2021 |Valéria Pereira Aceito
22:30:02 | Hernandes

Qutros ANUENCIA_VANESSA pdf 22/09/2021 |Valéria Pereira Aceito
22:27:30 | Hernandes

Qutros ANUENCIA_ELIS.pdf 22/09/2021 |Valéria Pereira Aceito
22:25:10 |Hernandes

Qutros carta_resposta.pdf 03/12/2019 |Valéria Pereira Aceito
12:44:32 |Hernandes

TCLE / Termos de |tclepaisresponsaveis.pdf 03/12/2019 |Valéria Pereira Aceito

Assentimento / 12:42:09 |Hernandes

Justificativa de

Auseéncia

TCLE / Termos de |tclepacientesmaior.pdf 03/12/2019 |Valéria Pereira Aceito

Assentimento / 12:41:54 |Hernandes

Justificativa de

Auseéncia

TCLE / Termos de |tclecontrole.pdf 03/12/2019 |Valéria Pereira Aceito

Assentimento / 12:41:31 Hernandes

Enderego: Av. Prof. Moraes Rego, s/in® S/N -Térreo, Bloco G, Sala do CEP -Campus da UFPE

Bairro: Cidade Universitaria
Municipio:

(81)2101-2639

UF: PE
Telefone:

CEP: 50.670-420
RECIFE
Fax:

(81)2101-2500 E-mail:

cep.iam @fiocruz.br
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Continuagio do Parecer: 5.991 844

INSTITUTO AGGEU
MAGALHAES (IAM)

mo

QRerart

Justificativa de tclecontrole pdf 03/12/2019 |Valéria Pereira Aceito
Auséncia 12:41:31 |Hernandes
TCLE / Termos de  |talepacientesmenor.pdf 03/M12/2019 |Valéria Pereira Aceito
Assentimento / 12:38:16 |Hernandes
Justificativa de
Auséncia
Qutros relatorio_parcial.pdf 03M12/2019 |Valéria Pereira Aceito
_ _ _ 12:36:24 | Hernandes
Projeto Detalhado / |PROJETO_VALERIA_PEREIRA_06_08 | 06/08/2019 |Valéria Pereira Aceito
Brochura _2019.pdf 20:00:31 |Hernandes
Investigador
Declaragao de anuencia_marton.pdf 19/06/2019 |Valéria Pereira Aceito
Pesquisadores 17:10:41 Hernandes
Qutros Resposta-pendencia-final- 27/03/2013 Aceito
ValeriaPereira.doc 10:09:59
Projeto Detalhado / |Projeto-CPgAM-PereiraVRA-15-02- 18/02/2013 Aceito
Brochura 13.pdf 14:25:41
Investigador
Qutros resposta-pendencia-projeto- 18/02/2013 Aceito
leishmaniose-geral-15-02-13.pdf 14:25:25
Qutros cv_novembro-VRAP.doc 20M11/2012 Aceito
13:09:14
Qutros Participantes-CEP-2012.pdf 20M11/2012 Aceito
13:04:06
Qutros Carta-encaminhamento-CEP-2012.pdf 20M11/2012 Aceito
13:02:18
Qutros Declaraca-compromisso-relatorios-CEP-| 20/11/2012 Aceito
2012.pdf 13:02:02
Qutros Angela_Medeiros_ UPE_anuencia_2012 | 20/11/2012 Aceito
com-CPF.pdf 12:35:01
Qutros Anuencia-leishmania-Vitoria-CEP- 20M11/2012 Aceito
2012.doc.pdf 12:34:33
Qutros Projeto-CPgAM-PereiraVRA-20-11- 20M11/2012 Aceito
12.doc 12:22:00

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Enderego: Av. Prof. Moraes Rego, s/in® S/N -Térreo, Bloco G, Sala do CEP -Campus da UFPE
Bairro: Cidade Universitaria

Municipio: RECIFE
(81)2101-2639

UF: PE
Telefone:

CEP: 50.670-420

Fax: (81)2101-2500 E-mail:

cep.iam@fiocruz.br
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Continuagio do Parecer: 5.991.844

INSTITUTO AGGEU
MAGALHAES (IAM)

RECIFE, 10 de Abril de 2023

QRBraa ™

Assinado por:
Maria Almerice Lopes da Silva

(Coordenador(a))

Enderego: Awv. Prof. Moraes Rego, s/n” S/N -Térreo, Bloco G, Sala do CEP -Campus da UFPE
CEP: 50.670-420

Bairro: Cidade Universitaria

UF: PE Municipio: RECIFE
Fax:

Telefone: (81)2101-2639

(81)2101-2500

cep.iam@fiocruz.br
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