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RESUMO

INTRODUGCAO: Considerada uma forma rara da Leishmaniose Tegumentar, a Leishmaniose
Recidiva Cutis (LRC) é caracterizada por lesdes nodulares em torno ou no interior da cicatriz
de uma ulcera previamente produzida por Leishmania spp., de aparecimento tardio e longa
duracdo. OBJETIVO: Caracterizar citocinas, quimiocinas e células T de memdria imunolégica
em pacientes com LRC e LCL. MATERIAIS E METODOS: O grupo amostral é representado
por 36 pacientes com LRC e 36 com LCL, diagnosticados como positivos pelo teste
parasitologico e pelo teste de Montenegro. Foram dosadas as citocinas dos Kits “inflamatério”
(IL-1pB, IL-8, IL-10, e IL-12p40) , “Th1/Th2/IL 17” (IL2, IL-4, IL-6, TNF, IFN e IL17) e
“quimiocinas” (Rantes, MIG, MCP-1 e IP-10) utilizando kits Cytometric Bead Array (CBA)
no plasma e in vitro. Para a marcagdo extracelular de células de memoria foram utilizados
anticorpos monoclonais especificos, conjugados com fluorescéncias para moléculas de
caracterizacdo celular (CD4" ou CD8"). Para o painel foi inserida a marcacgdo para células de
memdria CD45RO* e CCR7™ (naive, meméria efetora (TME), memdria central (TMC) e células
efetoras); moléculas de ativacdo celular (CD25, CD69 e HLA-DR) e moléculas de adeséo
(CD62L'" e CD62M9"). As amostras foram adquiridas no FACSFortessa (BD) e analisadas no
Graph Pad. RESULTADOS: As citocinas plasméticas dosadas nos Kits “inflamatorio” e
“Th1/Th2/IL-17” em LRC e LCL estavam mais elevadas entre os individuos de lesdo ativa ou
curados em relagéo aos controles sadios. Em LRC IL-8 e IL-12p40 apresentaram significancia
somente dos curados em relagdo aos controles sadios. In vitro, no kit “Th1/Th2/IL-17" ndo
foram evidenciadas diferencas ao analisar as formas clinicas isoladamente (ativos versus
curados) e nem entre si (LRC versus LCL). Os niveis de IL-8 em LRC e LCL estiveram mais
elevados entre os ativos e curados apos estimulo com Leishmania braziliensis. Ao comparar
LRC versus LCL MIG (CXCL9) e IP-10 (CXCL10), responsaveis pelo recrutamento celular
para o local da infeccdo, apresentaram-se diminuidas no plasma de individuos com les&o ativa.
Nao foi detectada diferenca entre as formas clinicas na expressdo de CD45RO" em linfocitos T
(CD4" e CD8") de memoria imunoldgica. Ja os marcadores de ativacdo CD25 (ativacdo
intermediaria) e HLA-DR (ativacdo tardia) apresentaram menor expressdo em pacientes com
LRC em relacdo aos ativos por LCL, e as células T, tanto CD4" quanto CD8*, de pacientes com
LRC em relacdo aos pacientes LCL apresentaram menor expressdo CD62L'"%, maior
quantidade de CD62L"%" e menor quantidade de células TME no sangue periférico.
CONCLUSOES: Nossos dados sugerem que na LRC, a diminuicido de IP-10 poderia
caracterizar-se como biomarcador para identificacdo precoce desta forma clinica e que possa
estar relacionada aos demais eventos da resposta celular (ativacdo, migracdo e memdria
efetora), associada a dificil resposta terapéutica e resisténcia ao tratamento.

Palavras-chave: Leishmaniose, Citocinas, Imunidade Celular.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Considered a rare condition of Cutaneous Leishmaniasis, Cutaneous
Recurrent Leishmaniasis (LCR) is characterized by nodular lesions around or within the scar
of an ulcer previously produced by Leishmania spp., with late onset and long lasting.
OBJECTIVE: To characterize cytokines, chemokines and immune memory T cells in patients
with LRC and LCL. MATERIALS AND METHODS: The sample group is represented by 36
patients with LRC and 36 with LCL, diagnosed as positive by the parasitological test and the
Montenegro test. Cytokines from the “inflammatory” (IL-1p, IL-8, IL-10, and IL-12p40), “Th1/
Th2/ IL 17” (IL2, IL-4, IL-6, TNF, IFN and IL17) and "chemokines™ (Rantes, MIG, MCP-1
and IP-10) using plasma and in vitro Cytometric Bead Array (CBA) Kits. For extracellular
labeling of memory cells specific fluorescence-conjugated monoclonal antibodies were used
for cell characterization molecules (CD4* or CD8"). For the panel was inserted the marking for
memory cells CD45RO* and CCR7™ (naive, effector memory (TME), central memory (TMC)
and effector cells); cell activation molecules (CD25, CD69 and HLA-DR) and adhesion
molecules (CD62L'" and CD62M"9"). Samples were purchased from FACS Fortessa (BD) and
analyzed on GraphPad. RESULTS: The plasma cytokines dosed in the “inflammatory” and
“Th1/ Th2/IL-17” kits in LRC and LCL were higher among active or healed individuals than
healthy controls. In LRC IL-8 and 1L-12p40 presented significance only of the cured in relation
to healthy controls. In vitro, in the “Th1/Th2/ IL-17” kit, no differences were evidenced when
analyzing the clinical forms alone (active versus cured) and neither (LRC versus LCL). IL-8
levels in LRC and LCL were higher among active and cured after stimulation with Leishmania
braziliensis. Comparing LRC versus LCL MIG (CXCL9) and IP-10 (CXCL10), responsible for
cellular recruitment to the site of infection, were decreased in the plasma of individuals with
active lesion. No difference was detected between clinical forms in CD45RO™ expression in
immune memory T lymphocytes (CD4" and CD8'). The markers of CD25 activation
(intermediate activation) and HLA-DR (late activation) showed lower expression in patients
with LRC compared to those active by LCL, and CD4" and CD8" T cells of patients with LRC
compared to patients. LCL showed lower CD62L'"" expression, higher amount of CD62L"9"
and lower number of TME cells in peripheral blood. CONCLUSOES: Our data suggest that in
LRC, the decrease in IP-10 could be characterized as a biomarker for early identification of this
clinical form and may be related to other cellular response events (activation, migration and
effector memory), associated with difficult therapeutic response. and resistance to treatment.

KEYWORDS: Leishmaniasis, Cytokines, Cellular Immunity.
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1. INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

As leishmanioses constituem um complexo de doengas com uma ampla diversidade
clinica e epidemioldgica, causada pelo protozoario do género Leishmania spp. Transmitida ao
hospedeiro vertebrado pela picada do flebotomineo pertencente ao género Lutzomya (Novo
Mundo), atinge cerca de 102 paises, 350 milhdes de pessoas em risco, 1,3 milhdes de novos
casos de Leishmaniose Tegumentar (LT) por ano (OPS, 2019). Consideradas um problema de
salde publica, as leishmanioses ainda estdo inseridas no grupo das doencas negligenciadas,
juntamente com a dengue, doenca de Chagas, hanseniase, malaria, esquistossomose e
tuberculose (BRASIL, 2017). Cerca de 95% dos casos de LT ocorrem nas Américas, a bacia do
Mediterraneo, o Oriente Médio e Asia Central (OPS, 2019). E mais de dois ter¢os dos novos
casos de LT ocorrem em 6 paises: Afeganistao, Argélia, Brasil, Coldmbia, Ird e a Siria. Estima-
se que 0,7 milhdes a 1,3 milhdes de novos casos ocorrem em todo o mundo anualmente (WHO,
2016).

Esta antropozoonose tropical é predominante em zonas rurais com variabilidade desde
florestas tropicais a regifes aridas, entretanto sua incidéncia vem aumentando em &reas urbanas
e periurbanas no Novo e Velho Mundo (BRASIL, 2017). Estdo entre os fatores relacionados a
disseminacdo geografica dos fleb6tomos do género Lutzomyia e sua adaptacdo ao ambiente
urbano resultante de fatores climaticos, ambientais e socioculturais relatados em diferentes
areas endémicas do mundo (ARAUJO et al., 2016; MANOMAT et al., 2017; SILVINO et al.,
2017; COSTA, 2018; GHATEE et al., 2018). Além da importagdo de casos em paises
desenvolvidos e ndo endémicos, relacionados ao turismo internacional e operacGes militares
para areas tropicais onde os individuos sdo expostos ao vetor sem as devidas orientacGes, e
afluxo de imigrantes de paises endémicos, emergindo assim, novos desafios para 0 manejo da
Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL) em paises ndo endémicos (PEREZ-AYALA et al.,
2009; KHAN et al., 2019). A maior incidéncia esta concentrada em paises com condi¢bes
geograficas que predispdem a continuidade do ciclo devido ndo apenas a fatores ambientais,
mudangas climaticas e devastacdo de florestas, mas também associados a migra¢fes macicas,
urbanizacdo, novos esquemas de irrigacdo, além dos fatores de risco individuais: HIV,
desnutri¢do, resposta imune e genética do individuo (BRASIL, 2017).

A LT possui grande polimorfismo clinico (figura 1) e amplo espectro, podendo variar

desde a forma difusa (LCD) (polo anérgico), infeccdo inaparente, cutanea localizada (LCL),
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recidiva cutis (LRC), disseminada (LD) ou mucosa (LM) (polo hiperégico) (SCORZA et al.,
2017). O diagndstico € baseado em critérios clinicos (aspecto e localizagdo das lesdes),
laboratoriais (IDRM, PCR, sorologia), anatomopatoldgicos (biopsia e esfregaco da lesdo).
Além destes critérios, também € possivel observar diferencas entre as formas através da
evolucdo clinica para cura espontanea, resposta terapéutica eficaz (auséncia de lesdo) ou
resisténcia ao tratamento (COSTA et al., 2009).

Difusa

Cepa do parasito, perfil genético e imune do hospedeiro.

Infeccéo
Inaparente

Cutanea
Localizada

> RECIDIVA
cuTis

TEGUMENTAR

Disseminada

Lesao com cicatriz central, bordas infiltradas,
granuloma bem formado.

Mucosa

‘ IDRM fortemente positiva (>10mm) pés-cura ‘

Figura 1. Formas clinicas da Leishmaniose Tegumentar. Adaptado de Claréncio, et al., 2008; Bacellar,
2011; Silva, 2011; Brasil, 2017; Machado et al., 2019; Calvopifia, 2013.

Entre as formas clinicas a Leishmaniose Tegumentar pode apresentar-se como:

Infeccdo inaparente - sem manifestac@es clinicas, acomete individuos aparentemente
sadios residentes em areas de transmissdo de LT, com historia prévia negativa para a doenca e
auséncia de cicatriz cutanea sugestiva de LT. Sendo identificada através de sorologia ou IDRM
(GONTIO; CARVALHO, 2003; COSTA et al., 2009).

Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL) - com presenca de lesGes na pele, que
suspostamente se iniciam pelo ponto de inoculagdo do parasita a partir da picada do vetor
(flebotomineos), de carater Ulcero-crostosa e posteriormente assumindo o aspecto de Ulcera de

contornos circulares, bordas infiltradas, em moldura, indolor e fundo com granulacGes
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grosseiras, caracterizadas por boa resposta a terapéutica e com tendéncia a cura espontanea
(GONTIO; CARVALHO, 2003; COSTA et al., 2009; BRASIL, 2017).

Disseminada (LD) — E uma forma rara caracterizada por mais de 10 lesdes cutaneas
papulares e de aparéncia acneiforme, de fundo granuloso e bordas elevadas, que acometem mais
frequentemente o tronco e a face, podendo chegar a centenas de lesdes em varios segmentos
corporais ndo contiguos (CARVALHO et al., 1994). Podendo ocorrer comprometimento de
mucosas e eventos sistémicos como mialgia, anorexia e astenia. Apresentando IDRM positivo
em 83% dos casos (MACHADO et al., 2019).

Difusa (LCD) - Inicia-se com lesdo Unica insidiosa de ma resposta ao tratamento, que
evolui de forma lenta com formacdo de placas e multiplas nodulag¢fes ndo ulceradas recobrindo
grandes extensdes do tegumento cutaneo do corpo individuos que também apresentam
deficiéncia na resposta imune celular aos antigenos da Leishmania (COSTA et al., 2009;
BRASIL, 2017).

Leishmaniose Mucosa (LM) - Caracterizada por apresentar aspectos de cronicidade,
laténcia e por desenvolver metastases em mucosas de vias aéreas superiores, inicialmente
mucosa nasal, podendo afetar palato e faringe, evoluindo para quadros clinicos desfigurantes.
Em geral esses pacientes apresentam historia clinica anterior de LCL. Esse agravamento pode
comprometer estruturas da face causando insuficiéncia respiratério de dificil manejo e
consequente 6bito (COSTA et al., 2009; CARVALHO; MACHADO, 2017).

E importante salientar que na leishmaniose cutanea difusa (LCD), o déficit na resposta
imune celular estd relacionado com lesdes nodulares, ndo ulceradas, carga parasitaria
aumentada, IDRM néo reator e sem formacéo de granuloma. Enquanto que na forma mucosa
(LM) ocorre resposta imune celular exacerbada, responséavel pela destruicdo tecidual (septo
nasal ou palato) e relacionada a escassez parasitaria nas lesbes e a IDRM apresentando-se
flictenular (BRASIL, 2017).

Leishmaniose Recidiva Cutis (LRC) - Além destas formas clinicas, ha uma
apresentacdo rara da LT que é caracterizada por lesdes nodulares em torno ou no interior da
cicatriz de uma ulcera previamente produzida por Leishmania spp. Usualmente ocorre dois anos
apos a lesdo inicial, possui longa duragdo com refratariedade a terapéutica e maior ocorréncia
em criancas (OLIVEIRA-NETO et al., 1998; COSTA et al., 2009). Definida de acordo com 0s
criterios de Berlin (1940), que estudou 13 casos de criangas com presenca de nddulos,
inicialmente isolados e em seguida confluentes em torno de uma cicatriz prévia, de
aparecimento tardio. Onde foi evidenciada presenca de Leishmania sp. nas lesdes em trés casos
e granulomas bem formados (BERLIN, 1940).



16

1.2 CARACTERIZACAO CLINICA DA LEISHMANIOSE RECIDIVA CUTIS

A Leishmaniose Recidiva Cdatis (LRC), considerada uma afeccdo rara, onde o0s
individuos inicialmente desenvolvem um quadro de LCL, e no periodo de 1-2 anos ap0s a cura
sdo identificadas novas lesdes na cicatriz da Ulcera inicial que foi produzida por Leishmania
tropica no Velho Mundo e por Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis, Leishmania
panamensis e Leishmania guyanensis no Novo Mundo. A LRC é caracterizada por lesdo Unica
em cicatriz atréfica central, e nddulos verrucosos na periferia, estendendo continuamente seus
limites, geralmente no segmento superior (face, tronco MMSS e MMII) com granulomas bem
formados (BERLIN, 1940; SILVA, 2011; GOMES et al., 2013). Além das lesbes cléssicas da
LRC, também ha relatos de dois casos de acometimento mucocutaneo produzidos apés infec¢do
por Leishmania aethiopica, em regido endémica da Etidpia, Africa em individuos do sexo
masculino de 16 e 17 anos com lesGes em face nas margens das cicatrizes anteriores com
expansdo para mucosa nasal, acometimentos de l&bio e mucosa oral, apresentando teste
negativo para HIV (DASSONI et al., 2017).

Diante da variabilidade nas lesbes e relacionadas e diferentes cepas de Leishmania, o
diagndstico diferencial através de uma eficiente avaliacdo clinica e histérico do paciente é de
suma relevancia devido a semelhanca as lesdes do lUpus eritematoso discoide, 1Upus vulgar ou
leishmaniose lup6ide, com o intuito de iniciar o tratamento precoce e reduzir a prevaléncia desta
patologia (OLIVEIRA-NETO et al., 1998; MASOOD et al.,, 2012). A microscopia tem
apresentado baixa sensibilidade na identificacdo de amastigotas possivelmente relacionada a
baixa densidade parasitaria ou ao processo de cicatrizacdo atribuidos a forma recidiva, o que
tem dificultado o diagnostico precoce através de bidpsias de pele. Tendo em vista que a
utilizacdo de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), técnica mais eficaz na identificacdo do
patdgeno, é mais onerosa e que esta € uma morbidade que atinge classes sociais desfavorecidas
financeiramente (OLIVEIRA-NETO et al., 1998; SHARIFI et al., 2010; GITARI et al., 2018).

Diante de diversas formas clinicas com perfil de resposta diversificado, o tratamento
deve ser manejado de acordo com as manifestacdes clinicas, nimero e localizacdo das lesdes,
espécie de Leishmania, estado geral do paciente e disponibilidade de medicamentos. As
respostas ao tratamento tem sido heterogéneas, dependendo da espécie do parasito, localizacéo
geografica, perfil imune e genético do hospedeiro e da interacdo entre estes fatores
(ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD, 2013). O uso de antimoniais
pentavalentes caracteriza-se como a primeira linha para o tratamento. O efeito cardiotdxico,

nefrotdxico, hepatotoxico desta droga implica que seja utilizada com cautela principalmente
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em pacientes acima de 40 anos de idade. O uso de pentamidinas tem ocorrido como drogas de
segunda escolha, para o tratamento de formas pouco responsivas a terapéutica, por meio das
diferentes formulacdes de Anfotericina B, pentoxifilina, miltefosina e cetoconazol (COSTA et
al., 2009; ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD, 2013).

Alguns relatos descrevem auséncia de linfadenopatias e alteragdes laboratoriais,
identificando infiltrado granulomatoso na derme constituido por linfocitos, histiocitos e células
gigantes multinucleares ap0s realizacdo de biopsia por puncdo (3 mm de diametro). Com
evolucdo para cura apos tratamento com injecdo intralesional de 1 mL de antimoniato de
Glucantime duas vezes por semana, durante trés semanas, apresentando reducdo gradual e
progressiva do edema e infiltrado da lesdo. Apds um més, restringindo-se a uma placa
eritematosa leve (MASOOD et al., 2012).

Os primeiros casos de LRC relatados no Equador foram em criancas, infectadas por
Leishmania (Viannia) panamensis (CALVOPINA et al., 2005, 2006). Em uma amostra de 132
pacientes com histérico de LCL até dois anos, apenas uma crianca foi identificada com LRC
(CALVOPINA et al., 2005). Posteriormente, 0 mesmo grupo avaliou uma amostra de seis
criancas com lesdes papulares em cicatriz anterior produzida previamente de 1-3 anos, com
didmetro médio de 3,3 cm e 18,2 meses de evolucdo em média. Ao exame histopatologico
apresentando hiperplasia epidérmica e um infiltrado dérmico granulomatoso composto por
células linfociticas, algumas células plasmaticas e células de Langerhans. Foi observada
formacdo de tubérculos com células epitelioides e auséncia de areas de necrose e amastigotas
(CALVOPINA et al., 2006). Como alternativa a refratariedade ao tratamento de LRC, em uma
crianga de sete anos, com Glucantime intramuscular por 15 dias consecutivos, sem melhora das
lesbes, acometida por Leishmania guyanensis. Foi proposto tratamento topico com Glucantime
plus Merthiolate ® (concentracdo de 50% e 50%), apresentando cicatrizacdo das lesGes apos
dois meses de uso (CALVOPINA et al., 2013). Levando em considerac&o o tempo prolongado
do tratamento com Glucantime intramuscular, a alta toxicidade e o abandono do tratamento
antes da conclusdo, culminando em falha terapéutica e e reativacdo das lesdes. Foi realizado
estudo com 21 pacientes com diagndstico de LRC confirmados por esfregaco, cultura ou teste
cutdneo com o intuito de avaliar a resposta a infiltracdo intralesional de antimoniato de
meglumina. N&o foi identificada a espécie de Leishmania envolvida. Cada paciente recebeu
ImL da medicagéo por quatro semanas. Apos 30 dias 19 pacientes apresentaram cura clinica
com resolugdo das lesGes, podendo ser essa uma estratégia ao tratamento convencional
(CALVOPINA et al., 2017). Na Bolivia ha estudos que apontam impacto econémico e social

com a mudanca do uso de antimoniais pentavalentes sistémicos para intralesional, como a
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reducdo do custo do tratamento e menor ocorréncia de eventos adversos sisttmicos (EID
RODRIGUEZ et al., 2019)

A casuistica da Turquia no periodo de 14 anos com 8786 pacientes, em foram
observados apenas 2 casos de LRC, reforca a raridade dessa patologia. Dos pacientes
pediatricos com LCL por Leishmania tropica, mais comumente no grupo de 0 a 5 anos, 29%
evoluiram para LRC (ARDIC et al., 2017). Em estudo desenvolvido em aldeias do Quénia-
Africa, foram identificados cinquenta e dois casos suspeitos de LRC em individuos infectados
por Leishmania tropica, predominantemente no sexo feminino (60%) e menores de 18 anos
(75%), residentes na zona rural em habitacdo de madeira, tendo a atividade agricola e criacdo
animal como principal ocupacao, destes casos 44% foram confirmados para LRC. O tratamento
realizado através de infiltracdo intralesional de estibogluconato de sodio, que ¢ 0 medicamento
de primeira linha recomendado no Quénia, na dose de 1-5 ml (100 mg / ml) com uma dose de
20 mg / kg / dia por 6 a 12 semanas até a cicatrizagdo, teve duragdo variavel de 1-36 meses,
onde 48% dos casos tratados de LRC foram curados no periodo de 1-6 meses (GITARI et al.,
2018).

De forma pouco frequente, também ha ocorréncia em mulheres idosas fora das
Américas. Em individuo de 62 anos de sexo feminino, apresentando lesdo em regido temporo-
malar direita, com 4 cm de didmetro, extensa area atrofica e papulas satélites. Nesse estudo
desenvolvido na Italia, foi mantido o padréo histolégico dos demais estudos com infiltrado
dérmico granulomatoso composto por células linfo-histiociticas, algumas células plasmaticas e
células gigantes epiteliais de Langerhans sem areas de necrose e exames laboratoriais normais.
Néo foi identificada a espécie de Leishmania relacionada. A paciente foi tratada com
antimonato de meglumina intralesional (Glucantime) duas vezes por semana durante trés
semanas, evoluindo para cicatrizacio das lesdes e manutencéo de placa atrofica (CANNAVO
etal., 2000). Na india houve LRC no vale Caxemira, area ndo endémica, proxima ao Paquistao,
em idosa com 85 anos apresentando nodulos e placas na face com evolugdo de dois anos. Nao
ocorreram alteracOes sistémicas e sem relatos de viagem antes do surgimento da lesdo. A
paciente possuia histérico de lesdo no mesmo local ha cinco anos, sendo tratada com
estibogluconato de sddio intralesional, duas vezes por semana durante quatro semanas. Apds
melhora das lesdes ndo deu continuidade ao tratamento, culminando na recidiva. Na biopsia da
lesdo foram encontradas amastigotas de Leishmania Donovani, assim como no aspirado de
linfonodos. A paciente foi tratada com estibogluconato de sddio intramuscular diario por quatro
semanas (RATHER et al., 2017).
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Enquanto na literatura internacional ha predominéncia em criangas, no Brasil ha relatos
de LRC em adultos jovens. No estado do Espirito Santo, individuo do sexo masculino, 39 anos,
com ulceracdo em face associada a lesGes satélites, inicialmente teve diagndstico equivocado e
tratado com antibioticos e corticoides. Apos analise histologica das lesdes foi identificada
hiperplasia pseudoepiteliomatosa, infiltrado inflamatério acentuado com numerosas células
plasméticas e eosindfilos, distribuicdo perivascular e intersticial superficial e profunda na
derme superficial. A seguir foi iniciado o tratamento com Glucantime (15 mg Sb/ kg/ dia por
20 dias), evoluindo com melhora clinica (FACCINI-MARTINEZ; FALQUETO, 2016). Apesar
do antimoniato-N-metilglucamina ser padrdo-ouro para LT no Brasil, observa-se que ndo existe
na literatura nenhum tratamento considerado padrdo-ouro para LRC. Até o momento n&o foi
observada influéncia do tipo de tratamento para surgimento de LRC, quando comparado o uso
de antimoniato-N-metilglucamina e outras drogas, como anfotericina B (GOMES et al., 2015).

No estudo desenvolvido por Silva (2011), em area endémica na regido do Vale do
Jequirica no estado da Bahia, com individuos infectados por L. braziliensis, foi proposto avaliar
aspectos clinicos e evolutivos da LRC. No ano de 2001 a fevereiro de 2010, 838 casos de LT
foram cadastrados e acompanhados evolutivamente no Centro de Referéncia em Doencas
Endémicas do Vale do JiquiricA (CERDEJJC), sendo que 43(5,1%) destes apresentaram
evolugdo para a LRC. Os pacientes com LRC (93%) foram diagnosticados em até dois meses
do relato do surgimento da lesdo. 70% (30) realizaram o teste de IDRM que apresentaram
resultado positivo. A ocupacdo mais prevalente (58%) entre os pacientes com LRC foi de
lavrador. Em relacdo a distribuicdo por faixa etaria, a LRC foi mais prevalente em adultos
jovens, 11 (25%) pacientes de 21-30 anos e 10 (23%) pacientes de 11-20 anos, a faixa etaria de
0-10 anos correspondeu a 6 (13%) nos portadores de LRC e apenas 1 paciente idoso. Em relagéo
ao sexo composta predominantemente por 22 (51,1%) do sexo feminino, e 21 (48,8%) do
masculino, 13 (30,3%). O tamanho da lesdo 0,9 cm x 0,9 cm até 11,0 x 3,0 cm, com tamanho
mediano em sua maioria (de 1 a 6 cm), portadores de lesdes Unicas (> 75%). Apresentando
lesBes caracterizadas por placa infiltrada ao redor de cicatriz, eritematosa, multiplas papulas
confluentes, violaceas, ao redor de uma cicatriz, papulas e tubérculos réseos, ao redor de cicatriz
apergaminhada, e placa ao redor de cicatriz atrofica (SILVA, 2011). Em relagdo aos critérios
de Berlin (1940) os pacientes desse grupo amostral distinguiram-se por possuir tubérculos
associados a placas confluentes, presenca de lesdes verrucosas e vegetantes, lesdes roseas,
eritematosas ou violaceas, com predominio em adultos e lesdes no segmento superior. Além
disso poucos granulomas mal formados e poucas Leishamanias encontradas no exame

histopatolégico (SILVA, 2011). Enquanto que no estudo de Berlin (1940) houve predominio
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em criancas, lesdes na face, presenca de granulomas bem formados e auséncia de Leishmania
no material histopatologico (BERLIN, 1940).

Todos os pacientes com LRC apresentaram refratariedade ao tratamento, com média de
8,5 meses de acompanhamento e posterior evolugdo para cura clinica (82%). Entre os pacientes
tratados, as melhores respostas terapéuticas (cura em pacientes com LRC) foram obtidas com
0s esquemas de Glucatime + Pentoxifilina, com 4,1 meses e Glucantime +Azitromicina +
Pentoxifilina com 5,1 meses. A pior resposta foi obtida no esquema Glucantime+ Pentamidina,
com 9,1 meses na obtencdo da cura, podendo chegar até um ano. Ocorrendo diminui¢do dos
casos a partir dos 50 anos de idade, possivelmente devido a menor exposi¢cdo destes em areas
de risco (SILVA, 2011).

Dando continuidade aos estudos desenvolvidos por Silva (2011) na area endémica do
Vale do Jiquirica, Costa (2014) buscou caracterizar os aspectos clinico-imunologicos e
terapéuticos da LRC. Desenvolvendo estudo retrospectivo de 13 anos, com inicio em 2001.
Atingindo 65 pacientes cadastrados com LRC o equivalente a 5% dos pacientes com LC (1491)
no mesmo periodo. Foi realizada IDRM em 43% (28) do total de pacientes com LRC. Dos 65
casos de LRC a maioria tratava-se de adultos jovens, portadores de lesGes Unicas e de tamanho
mediano (de 1a 6 cm) com acometimento de diversos segmentos corporais (face, tronco MMSS
e MMII). Entre as caracteristicas das les6es estavam: placas, nédulos infiltrados, descamacéo,
eritema, lesdes satélites ao redor das cicatrizes e relatos de prurido no local. Houve predominio
entre 0 sexo masculino (53,8%). A terapia de 1% escolha foi a associacdo das drogas
Antimoniato-N-metilgucamina (405mg/Sbh5+) + Azitromicina (500mg) + Pentoxifilina
(400mg), sendo que nos casos de falha terapéutica instituiu-se o uso de Anfotericina B como
terapia de 22 escolha. Em 98% dos casos (63) evoluiram com refratariedade ao tratamento com
posterior cura clinica (lesdes totalmente cicatrizadas). O tempo médio de cicatrizacao total apos
terapia variou entre 2 a 5 meses. Apresentando IDRM fortemente positiva (>10mm) p6s-cura
e tempo médio de cicatrizacdo total ap0s terapia que pode variar entre 2 a 5 meses (COSTA,
2014).
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1.3 IMUNOPATOGEGESE DA LEISHMANIOSE CUTANEA LOCALIZADA E
RECIDIVA CcUTIS

A infeccdo por Leishmania spp ocorre concomitantemente ao dano tecidual induzido
pela picada do flebotomineo, gerando uma resposta inflamatéria. O parasito € abrigado
marjoritariamente por macrofagos, entretanto, os neutrdfilos sdo as primeiras celulas
inflamatdrias a migrarem para o local e iniciam a resposta avidamente, fagocitando os parasitas
que tem sua sobrevivéncia favorecida por fatores presentes na saliva dos flebotomineos
(RIBEIRO-GOMES et al., 2012; CONCEICAO et al., 2016). A disseminacdo e persisténcia
do parasita no hospedeiro dependem de estratégias capazes de modular e subverter a resposta
imune inata e adaptativa (RITTER et al., 2009). Posteriormente é observada a migracdo de
células dendriticas, importantes para controlar a disseminacdo da infeccdo através da
apresentacdo do antigeno as células T, modulando a resposta imune e induzindo o recrutamento
celular (REIS E SOUSA, 2004; TAVARES et al., 2014; FEIJO et al., 2016). Ao mesmo tempo,
essas células interagem com as células T, promovendo a ativacdo de uma resposta imune
protetora, necessaria para controlar a infeccdo (FAVALI et al., 2007). A resposta imune na
Leishmaniose Tegumentar envolve citocinas/ quimiocinas que desempenham papel
fundamental no recrutamento de células polimorfonucleares para o local da infeccdo, tendo seus
niveis modulados de acordo com a cepa do parasita e a das formas clinicas (KUMAR et al.,
2010).

Os macroéfagos, apos serem infectados, produzem IL-1pB, TNF-a e IL-12 que conduzem
a resposta inflamatéria Th1, predominante na LCL e LRC (MEYMANDI et al., 2009), e as
células Th2 produzem IL-10. Células dendriticas (DC), produtoras de IL-12 também participam
da producédo de citocinas pro-inflamatdrias e atuam na apresentacdo do antigeno as células Th0
no linfonodo, acarretando na diferenciacdo de células CD4* naive em Thl ou Th2 (RITTER;
KORNER, 2002; TEIXEIRA et al., 2006). Concomitantemente, ha expansdo clonal de células
TCD4" e TCD8", apresentando perfil de citocinas Thi, onde IL-2, IFN-y, TNF-o e IL-12 serdo
produzidas com o intuito de promover ativacdo ou um padrao anti-inflamatério induzido por
células Th2, com predominio de IL- 4 e IL-10, associadas a resisténcia do parasita e
desenvolvimento de formas cronicas, caracterizadas por lesdes disseminadas (SCOTT;
NOVAIS, 2016). O equilibrio na producédo de citocinas contribui para a regulacdo imune de
macrofagos desencadeando diferentes estados patoldgicos da Leishmaniose Tegumentar,
variando do polo anérgico (LCD) ao hiperégico (LM) (figura 2). Através de sinais inflamatérios

do tipo Thl, conduzidos pelo aumento na producdo de IFN-y, TNF, iNOS, quimiocinas e
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citocinas é que ocorrera o recrutamento celular para o sitio de infec¢do associada a menor
replicacdo do parasita no interior do fagolisossoma. A exarcebacdo da resposta Thl (polo
hiperégico), apesar de baixa carga parasitaria na lesdo, esta relacionada a maior dano tecidual
como ocorre na LM. J& o predominio da resposta Th2, com perfil regulatorio, conduzida por
citocinas como IL-4, IL-10 e TGF-p esta assoaciada a formas anérgicas como a LCD, em que
ha elevacdo da replicagdo parasitaria no fagolisossoma com refratariedade ao tratamento
(SCOTT; NOVAIS, 2016; SCORZA et al., 2017). Entre os polos do espectro clinico produzido
por Leishmania spp. encontram a LCL e LRC com perfil de citocinas mais equilibrado e

predominio de resposta Th1l em dosagens in situ (SCORZA et al., 2017).
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Figura 2. Espectro de formas clinicas da Leishmaniose Tegumentar. ADCL: Leishmaniose cutanea
difusa anérgica; PKDL: Leishmaniose dérmica pos-Kala-Azar; LCL: Leishmaniose cutinea localizada;
LR: Leishmaniose recidiva; DL: Leishmaniose disseminada; MCL: leishmaniose mucocutanea; DTH:
hipersensibilidade tardia tipo 1. Adaptado de Scorza, ef al., 2017.

Durante a resposta a uma infec¢@o primaria (figura 3A) por Leishmania spp. algumas
células T se diferenciam em células de memoria central (TMC) e células T de memoria efetora
(TME), permitindo o desenvolvimento de uma resposta mais rapida e com maior intensidade,
induzindo resisténcia a uma reinfeccio (PAKPOUR et al., 2008). As células dendriticas

presentes no sitio de infeccao serdo responsaveis por apresentar o antigeno no linfonodo de

drenagem, induzindo que as células TCD4" naive se diferenciem em TCD4" efetoras (Teff) ou
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de memoria central (TMC). As células efetoras, por sua vez irdo migrar para o local da lesdao
com o intuito de mitigar ou controlar a infec¢cdo. Assim como, migrardo para outros tecidos se
diferenciando em células T de memoria residentes (TRM), também conhecidas como células T
de memoria efetora (TME) responsaveis por montar respostas mais rapidas diante de infec¢oes
secundarias (figura 3B) (GLENNIE; SCOTT, 2016). No entanto, mesmo com a eliminagao total
dos parasitas, uma populacdo ¢ mantida nos linfonodos: as TMC, as quais mediante
reestimulagdo e na presenca continuada da IL-12 se diferenciam em T efetoras do tipo Thl,
migram para o local da infec¢ao e coordenam o controle da carga parasitaria intracelular através
da producdao de IFN-y (ZAPH et al., 2004; GLENNIE; SCOTT, 2016). Em relagdo a
sobrevivéncia as células TMC mostram-se dependentes do contato com a IL-7 e isso ocorre
devido ao aumento na expressdo do receptor para IL-7 (IL7R) (COLPITTS et al., 2009).
Contudo a importancia da persisténcia do parasita ainda ¢ controversa. Uma caracteristica
importante da infec¢do por Leishmania é a presenca, em niveis muito baixos, de parasitas apos
a resolucdo da infecgdo. Esse fato se deve a regulacdo da resposta imune celular pelas células
T regulatdrias, contribuindo assim para a manutencao das células de mémoria dependentes da
presenca do parasita, as TME (BELKAID et al., 2002; GLENNIE; SCOTT, 2016).

A) RESPOSTA DE CELULAS T APOS INFECCAO  B) RESPOSTA DE CELULAS T APOS INFECCAO SECUNDARIA
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Figura 3. Resposta das células de memoria imunologica apds infecgdo por Leishmania spp. Adaptado
de Glennie; Scott, 2016.

As células de memoria foram originalmente definidas pelo fenotipo CD45RA"
CD45RO" e com base na baixa ou alta expressdo de moléculas coestimulatorias (CD27 e CD28)
e migragdo celular (CD62L e CCR7). Pacientes com LCL apresentaram correlagdo positiva
entre a frequéncia das células T CD4"45RO" e a produgdo de IFN-y pelas células T CD4"
especificas apds estimulagdo com SLA (ANTONELLI ef al., 2004). A expressdo de CD62L"Y
foi associada as populagdes de TME com rapida producao de INF-y apos ré- estimulacao, nos

tecidos periféricos, enquanto a expressio CCR7 e CD62LMeM associou-se as TMC com
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produgdo de IL-2 e migracdo para os linfonodos (PAKPOUR et al., 2008).

Diaz et al., (2002), através de técnica imunohistoquimica avaliou a expressdo de
antigenos leucocitarios (CD4, CD8, CLA, CD69, CD83, CD1a) e citocinas (IFN-y, IL-4, 1L-10
e TGF- B1) nas lesdes de 18 pacientes com Leishmaniose Cutanea Cronica (LCC) comparando
com a resposta de pacientes da forma tegumentar localizada (LCL) e difusa (LCD). O nimero
de células T CD4" e CD8" das lesbes de pacientes com LCC foi similar a encontrada em
pacientes com LCL. Pacientes com LCC apresentavam o maior nimero de células T CD69",
mas apenas um terco expressava o CLA, sugerindo que apesar de boa resposta leucocitaria, ndo
h& migracdo suficiente destas células ativadas para a epiderme, gerando uma resposta imune
aberrante. H& também nos pacientes com LCC, células positivas para IL-10, TGF- 1, IL-4 e
INF-y, assumindo, portanto, um padrdo misto. As células de Langerhans (CD1a") estavam
diminuidas assim como as CD83 (importantes na resposta apropriada Th1l), e esta diminuicao
das células de Langherans causa um defeito na sinalizacéo epidérmica, gerando um estado de
dano tecidual (DIAZ et al., 2002).

Na LCL a atuacdo equilibrada do sistema imune é importante para a contencdo do
parasito sem destruicdo tecidual, fazendo com gque, embora possa continuar presente, o agente
infectante ndo cause doenca no homem (MACHADO et al., 2004). E conhecido que em
pacientes com LCL, no sangue periférico, a expressao de células TCD4" é superior as células
TCD8" e que ha presenca de células e interleucinas envolvidas na imunidade celular: TGF-a,
IFN-y, células Langherans, macrofagos, neutrofilos, linfocitos (MACHADO et al., 2004). Do
ponto de vista comparativo entre os achados imunoldgicos da LRC versus LCL, foi observado
na LRC um padrdo misto na distribuicdo das células TCD4" e TCD8", presenca de células
TCD69*, porém com apenas um terco dessas expressando o CLA", diminuicdo das células de
Langherans e padrdo misto também na expressao das interleucinas IL-10, TGF-R1, IL-4, IFN-
v (misto), dados estes descritos na pele in situ (DIAZ et al., 2002). Na LRC o percentual médio
de células mononucleares imunomarcadas positivamente (CD4, CD8 e CD14) in situ, sdo
proeminentes em relacdo as formas agudas e cronicas nao recidivas da LCL. No entanto, células
NK e linfocitos B (CD56 e CD19) sdo raramente observadas na LRC (MEYMANDI et al.,
2009).

Estudos escassos sobre o perfil imunoldgico da LRC, busca ativa de pacientes na area
endémica, dificil idenficacdo desta forma clinica relacionada também ao treinamento da equipe
multidisciplinar cuminaldo em subnotificacdo de casos e tratamento inapropriado tem sido

barreiras que tornam os dados referentes a LRC ainda restritos e pouco publicados na literatura.
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2. JUSTIFICATIVA

Considerada negligenciada, esta antropozoonose tropical ainda requer aperfeicoamento
dos instrumentos de controle. Apresenta dificuldade na resposta ao tratamento classico com
evolucdo clinica heterogénea, dependendo da espécie do parasito, localizagdo geografica, perfil
imune e genético do hospedeiro e da interacdo entre estes fatores (BRASIL, 2017). A falta de
conhecimento da populacéo sobre as leishmanioses associada a diversas atividades laborais em
areas de floresta ou regides proximas, também tem elevando a exposicéo ao vetor e configuram
um fator relevante para a infeccdo (GITARI et al., 2018). Além de altera¢Bes na resposta imune
mediada por células, desencadeando lesdes localizadas ou difusas (SILVA, 2011; MASOOD et
al., 2012; GITARI et al., 2018).

Em relacdo a LRC é possivel que a sua etiologia esteja relacionada a persisténcia de
anticorpos em residentes de areas endémicas, onde a exposicdo continuada causaria estimulo
antigénico; a espécie de Leishmania spp. envolvida; o diagndéstico tardio, a imunidade do
hospedeiro, ou tratamento inapropriado como por exemplo a falta de adesdo ou exposicao
prolongada a medicacéo, associadas a mecanismos de evasdo e resisténcia do patégeno, possam
desencadear a doenga. Seria a ocorréncia da LRC relacionada a um desequilibrio na producéo
de citocinas, quimiocinas ou a frequéncia de células de memoria?

Pesquisadores do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz — FIOCRUZ — BA vem atuando
no programa de controle da LT do Centro de Referéncia em Doencgas Endémicas do Vale de
Jiquiricd — CERDEJJC, onde foram cadastrados 1.491 pacientes de 2001 até fevereiro de 2013,
procedentes dos 11 municipios da regido do Vale de Jiquirica, com diagnéstico confirmado de
LT, cujo agente etiologico, tratava-se da L. braziliensis. Destes, 65 pacientes evoluiram para
LRC, caracterizando uma das maiores, sendo a maior, casuistica do Brasil. Onde foram
desenvolvidos estudos para avaliar aspectos clinicos e evolutivos da LRC (SILVA, 2011) e
caracterizar os aspectos clinico-imunoldgicos e terapéuticos da LRC (COSTA, 2014). E tento
em vista que os estudos imunopatoldgicos publicados até entdo sobre LRC tratam-se de analises
in situ, e estudos de caso com grupo amostral reduzido em funcéo da raridade desta patologia,
com predominio em criancas na Asia e Oriente Médio tornando-se esta uma oportunidade
inédita para rastreamento de possiveis biomarcadores da LRC no plasma e sobrenadante com o
intuito de nortear o tratamento e auxiliar na identificacdo precoce da patologia em populacédo

com perfil epidemioldgico diferente dos dados ja publicados.



26

3. HIPOTESE

A hipotese deste estudo € que existe diferenca entre o perfil de resposta imune em

individuos com LRC em relacdo a LCL na fase ativa e curados da doenca.

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar a producéo de citocinas, quimiocinas e o fen6tipo de células T na LRC e
LCL.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Dosar as citocinas inflamatorias, Th1/Th2/IL-17 e quimiocinas no plasma e
sobrenadante de paciente com LRC e LCL,;
e Avaliar a expressdo de marcadores de memoria, ativacdo e migracao celular, e os

subtipos de linfécitos T (CD4" e CD8") de memoria imunoldgica.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto intitulado “Estudo das formas de dificil tratamento da Leishmaniose
Tegumentar: Leishmaniose Mucosa e da Leishmaniose Recidiva Cutis”, tendo como
pesquisadora responsavel Aldina Maria Prado Barral, submetido em 26 de novembro do ano de
2013, aprovado sob o CAAE: 18113113.2.0000.0040.

A pesquisa obedeceu aos principios da Resolucdo N. ° 466/12 que se refere aos aspectos
sobre pesquisa envolvendo seres humanos abordando os quatros referenciais basico da bioética:
autonomia, ndo maleficéncia, beneficéncia e justica, preservando em carater confidencial todas
as informacGes coletadas e analisadas no estudo. Os resultados serdo utilizados pela autora

exclusivamente no ambito académico ou institucional.
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5.2 AREA DE ESTUDO

O estudo foi desenvolvido na regido do Vale do Jiquiricd, no municipio de Jiquirica,
latitude:13°15'24"S e longitude: 39° 34' 20" W, localizado na regido Sudoeste do estado da
Bahia, situado a 258 km da capital Salvador e limitado pelos municipios de Laje, Mutuipe,
Teolé&ndia e Ubaira. Caracterizada por ser regido endémica de LT produzida por L. braziliensis.
As amostras sdo provenientes do Centro de Referéncia em Doencas Endémicas do Vale de
Jiquiricd — CERDEJJC e foram processadas no Laboratorio de Inflamacdo e Biomarcadores—

Centro de Pesquisas Gongalo Moniz- FIOCRUZ, na Bahia.
5.3 TIPO DE ESTUDO E ESTRATEGIA DE ANALISE

Trata-se de um estudo descritivo, retrospectivo, onde séo caracterizadas variaveis de
determinada populagdo (GIL, 2008; ARAGAO, 2011), utilizando o método experimental
(PROVDANOV; FREITAS, 2013), analise quantitativa e transversal. Iniciado a partir da
obtencdo de células do sangue periférico, do plasma e sobrenadante para estimulo in vitro e ex
vivo por meio dos Kits CBA de dosagem de citocinas e quimiocinas (BD BIOSCIENCES,
2011), e imunofenotipagem de linfdcitos através de marcagdo ex vivo, prosseguindo com a
aquisicdo das amostras em citometria de fluxo e analise dos dados (figura 4).

CMSP

PLASMA ] Meio, Leishmania braziliensis, ConA ‘ MARCACAO

SUPERFICIE
48h I
Imunofenotipagem-
| SOBRENADANTE | linfocitos
BD Cytometric Marcadores de
Beas Array (CBA): Memoéria
Th1/Th2-IL 17 Ativacdo
Inflamatérias Migrag&o celular
Quimiocinas
I
IMUNOFLUORESCENCIA

AQUISICAO E ANALISE DOS DADOS

Figura 4. Representagdo do desenho experimental do estudo.



28

5.4 GRUPO AMOSTRAL

O grupo amostral foi constituido por 36 pacientes com LRC e 36 com LCL, totalizando
72 individuos, além de 10 individuos controles saudaveis, provenientes da area endémica com
teste de Montenegro negativo no periodo de 2010-2013. Os pacientes selecionados com LCL
na fase ativa apresentavam lesdo inicial tipica (méximo de 60 dias do inicio da lesdo, segundo
relato do paciente), com exame anatomopatoldgico, teste cutdneo (Intradermorreacdo de
Montenegro) e sorologia anti Leishmania positivos e haviam iniciado o tratamento. Os
pacientes com LRC incluidos no estudo foram aqueles que apresentavam lesdes eritematosas
localizadas ao redor da cicatriz de uma Ulcera produzida anteriormente por L. braziliensis e
teste cutdneo positivo que estivessem de acordo com os critérios de Berlim (1940): papulas, ou
pequenas placas amareladas, ou violaceas, brilhantes, papulas confluentes em face e os critérios
de Silva (2011): tubérculos ou placas confluentes, presenca de lesdes verrucosas ou vegetantes
e lesbes eritematosas localizadas ao redor da cicatriz de uma Ulcera anterior produzida por
Leishmania ssp no segmento superior. Foram excluidos pacientes que tiveram mudanca de
diagnostico ao longo do tempo de acompanhamento ou ndo compareceram para as revisoes.

Os pacientes curados por LCL e LRC selecionados foram aqueles que apresentaram
completa cicatrizacdo das lesbes e auséncia total de sinais de atividade (edema, eritema e
infiltracdo), registradas em até 3 meses apds o término do tratamento e controles. Foi realizada
IDRM pds-cura das lesdes, sendo que 78% dos pacientes com LRC foram classificados com
enduracdo >10 mm (forte positivo). Entretanto, 74% os pacientes com LCL, 74% foram
classificados com enduragdo cutanea entre 5 a 10 mm (positivos), conforme protocolo
executado pelo médico patologista Dr. Jackson Mauricio Costa, responsavel pela assisténcia
aos pacientes do centro.

Todos os voluntarios para o grupo de controles saudaveis (n=10), residentes da area
endémica, com média de idade 32,6 anos, desvio padrao de 8,2, com idade minima de 24 anos
e maxima de 52 anos, quanto ao sexo foram seis do sexo feminino (60%) e quatro do sexo
masculino (40%), sem histdria prévia de infeccdo por Leishmania, confirmado pela sorologia
anti-Leishmania negativa. Todos os voluntarios foram esclarecidos sobre a finalidade do estudo
e 0s riscos inerentes aos procedimentos, e todos assinaram o termo de consentimento.

Os esquemas terapéuticos definidos para nosso estudo foram: la escolha, com a
associacdo das drogas Antimoniato-N-metilgucamina (405mg/Sb5+) + Azitromicina (500mg)
+ Pentoxifilina (400mg), sendo que nos casos de falha terapéutica instituiu-se o uso de

Anfotericina B como terapia de 2a escolha. As melhores respostas foram obtidas com a
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associacdo Glucantime®- 15mg/Sh+5 /kg/dia durante 20 dias (3 series) + Pentoxifilina
800mg/dia durante 20 dias (3 series) onde seis(17%) dos pacientes que foram submetidos a este
esquema obtiveram tempo médio de cura de 4,1 meses; Glucantime® - 15mg/Sb+5 /kg/dia
durante 20 dias (até 4 séries) + Azitromicina 500mg/dia durante 10 dias (até 3 séries) onde treze
(34%) dos pacientes que foram submetidos a este obtiveram tempo médio de cura de 5,5 meses
e Glucantime® 15mg/Sh+5 /kg/dia durante 20 dias (3 séries) + Azitromicina 500mg/dia durante
10 dias (3 séries) + Pentoxifilina 800mg/dia durante 20 dias (até 3 séries) onde seis (17%) dos
pacientes que foram submetidos a este esquema obtiveram tempo médio de cura de 5,1 meses
conforme Costa (2014).

Posteriormente, procedeu-se a classificagdo dos grupos quanto aos estagios de infecgdo
ativo (lesdo ativa apos inicio do tratamento) e curado (cicatrizacdo completa das lesbes), sexo

e faixa etaria (Tabela 1).

Tabela 1. Estratificacdo dos pacientes por estagio da infeccdo, sexo e faixa etaria na LRC e
LCL.

LRC LCL

n % n %
Estagio de infeccéo
Ativo 7 43,7 9 56,3
Curado 29 51,7 27 48,3
Subtotal 36 100 36 100
Sexo
Feminino 20 55,5 14 39,0
Masculino 16 44,5 22 61,0
Subtotal 36 100 36 100
Faixa etaria
0-10 0 0 1 2,7
11-20 13 36 6 16,6
21-30 7 19,4 2 55
31-40 7 19,4 4 11,1
41-50 4 11,1 8 22,2
>50 5 14 7 19,4

LRC= Leishmaniose Recidiva Cutis, LCL= Leishmaniose Cutanea Localizada
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5.5 OBTENCAO DO PLASMA E DAS CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE
PERIFERICO (CMSP) PARA ESTIMULACAO IN VITRO

Foram coletados 20 ml de sangue periférico de cada paciente e dos controles, utilizando
tubos de ensaio de 10 mL e contendo anticoagulante (Heparina sodica, Liquemine® 5000 Ul/
mL — Roche Produtos Quimicos e Farmacéuticos AS, RJ, Brasil). A diluicdo do sangue foi
realizada de 1:1 com salina esteril, e posteriormente esta composi¢do foi cuidadosamente
depositada sobre o gradiente de Ficoll- histopaque (Sigma) na proporcdo 1:2 com sangue.
Centrifugou-se a 1500 rpm (cetrifuga 5810R, Eppendorf Brasil) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. O plasma foi coletado, distribuido em 3 aliquotas de 1 ml e armazenados
na temperatura de -20°C. A camada de Células Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP)
foi coletada e lavada 3 vezes por centrifugacdo a 1500 rpm, 4°c por 10 minutos, com solucéo
salina estéril para retirada do Ficoll residual. A concentracio de células foi ajustada para 3x10°/
mL em meio RPMI 1640 (Invitrogen) suplementado com 10% de soro AB RH+ inativado (BD
PharMaingen), L- glutamina 2mM, penicilina 100U/mL, e estreptomicina 100uL/mL (Sigma).
As células foram distribuidas em placas de 24 pocos e submetidas a 3 condi¢Bes: meio, L.
braziliensis (proporcao de 1:5) e ConA. Apds incubacdo (37°C, 5% CO2). Apds incubacgdo de
48 horas o sobrenadante foi coletado, distribuido em tubos de microcentrifuga (eppendorf)

armazenados em temperatura de -20°C.

5.6 IMUNOFLUORESCENCIA PARA ANALISE DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS
PLASMATICAS E IN VITRO.

As citocinas e quimiocinas foram dosadas no sangue periférico e sobrenadante dos
pacientes e controles através do kit Cytometric Bead Array - CBA (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA, USA). O kit possui beads de captura especifica (FL3) para cada
citocina de interesse, que sdo esferas ligadas a um anticorpo especifico com intensidades de
fluorescéncia distintas, e um anticorpo de detec¢cdo conjugado a ficoeritrina (PE - FL2). Os
anticorpos emitem um sinal fluorescente proporcional a quantidade de citocinas capturadas.
Uma curva padrédo (standart) para cada citocina é utilizada como referéncia de concentracéo
conhecida, e abrange um conjunto definido de concentragdes de 20 a 5.000 pg/mL. Na
construcdo da curva padrdo (figura 5A) faz-se uma diluigéo seriada, para isso foi utilizado um
tubo falcon de 15mL (Top Standart), para o qual foram transferidas as esferas do standart

(citocinas liofilizadas) e acrescentados 2 mL do Assay Diluent, posteriormente incubados por
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15 minutos em temperatura ambiente. Foram identificados oito tubos de microcentrifuga
(Eppendorf) (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:264), nos quais foram acrescentados 300
uL do Assay diluente para a realizacdo da diluicdo seriada. Apés a diluicdo seriada, foram
acrescentados 25uL. em cada pogo da placa (96 pogos, fundo U) de aquisigao.

As amostras foram distribuidas nos pogos, seguintes aos da curva padréo, no volume de
25 uL. Para a realizacdo da dosagem, as amostras e 0s padrdes foram incubados com as beads
e 0 PE por trés horas. Para a distribuicdo das beads foi feito um mix, constituido por uma
aliquota de 5 pL de cada bead de captura para cada pogo de ensaio a ser analisado, incluido os
padrdes. (ex. 5 uL da Bead Capture IL-8 x 20 pogos = 100 pL). Seguindo a distribui¢do do mix
de beads foram adicionados 25uL do PE (anticorpo de detec¢@o) a cada pogo e incubados por
trés horas a 4°C e protegido da luz. Apds a incubacéo foi feita a lavagem com 200 puLL de Wash
Buffer (centrifugacdo refrigerada, 1500 rpm, 10min), em seguida o sobrenadante foi descartado
e as amostras e padroes foram ressuspendidos com 200 puL do o tampédo de lavagem, para

posterior aquisicdo das amostras (figura 5B).
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Figura 5. Marcacdo de citocinas plasmaticas. A — Aquisi¢do dos padrdes em concentragdes
determinadas previamente. B- Aquisi¢do das amostras em citometria de fluxo.
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5.7 OBTENCAO DOS LINFOCITOS DO SANGUE TOTAL E IMUNOFENOTIPAGEM
EXVIVO.

Aproximadamente 20mL de sangue foram coletados de cada paciente, na fase ativa da
infecgdo, apds o inicio do tratamento atraves de pungdo venosa utilizando tubos de ensaio de
10mL estéreis, com vacuo e contendo anticoagulante (heparina sédica, Liquemine® 5000U/mL
- Roche Produtos Quimicos e Farmacéuticos AS, RJ, Brasil). Para a imunofenotipagem, ex vivo,
foram distribuidos 100uL de sangue total de pacientes e controles em tubos de fundo redondo
de poliestireno (5ml). Na realizacéo das marcacdes, foram utilizados anticorpos monoclonais,
conjugados com fluorocromo de ligacdo especifica para antigenos de superficie, para
caracterizacdo celular (CD4 ou CD8). Para o painel foi inserida a marcagédo para células de
memoria - CD45R0 e CCR7 (naive, memoria periférica, memaria central e células efetoras);
moléculas de ativagdo em células de meméria— CD45R0O, CD25, CD69 e HLA-DR e moléculas
de adesdo CD62L'"" (memdria) e CD62LM9" (naive). Ap6s adicionar os anticorpos, as amostras
foram incubadas por 30 minutos, protegidas da luz e em temperatura ambiente. Apds incubacéo,
para eliminacdo das hemacias, foi acrescido ImL da solucdo de lise (“Lysing solution”, BD
Biosciences, USA) diluida na proporcdo de 1:10 com &gua destilada. Esta solucdo lisa os
eritrécitos, sob condi¢des hipotdnicas enquanto preserva os leucécitos. Apés a incubagéo de 10
minutos, em temperatura ambiente e na auséncia de luz, as amostras foram lavadas com PBS
em centrifugagdo de 1200rpm por 10 minutos a 4°C e ressuspendidas em 200uL de tampao de
FACS (PBS 1x, 0,5% SBF, 0,01% de azida de so6dio) e logo foram adquiridos os dados em
citometria utilizando o painel de imunofenotipagem com isotipos (marcacdo inespecifica),
marcadores de ativacdo (CD25, CD69 e HLA-DR), migracio (CD62'°" e CD62"9") e memoria
(CCR7) em células CD4"e CD8" (figura 6).
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Figura 6. Estratégia de gates para marcagao extracelular de células de memdria em citometria de fluxo,
utilizando painel de imunofenotipagem com isotipos (marcacao inespecifica), marcadores de ativagdo
(CD25, CD69 e HLA-DR), migracdo (CD62'"" e CD62"9") e meméria (CCR7) em células CD4*e CD8".

5.8 AQUISICAO E ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

As amostras foram adquiridas no FACS LSRFortessa™ (BD), utilizando o software
Diva (BD) (figuras 5 e 6), posteriormente os resultados disponibilizados foram convertidos
através do software Flowjo em MFI (Intensidade Média de Fluorescéncia) de cada amostra para
as citocinas dosadas. Os valores em MFI foram convertidos em pg/mL no Graph Pad Prism
7.01 (GraphPad, San Diego, CA), assim como a comparacdo nao pareada entre 0S grupos
(pacientes e controles), utilizando o teste estatistico de Kruskal-Wallis por tratar-se de uma
analise ndo paramétrica. Foram considerados estatisticamente significantes os resultados que

obtiveram um p<0.05.
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6. RESULTADOS

Os dados apresentados a seguir foram dispostos quanto aos kits “inflamatorio” (IL-8,
IL-1B8, IL-10 e IL-12p40), Th1/Th2/IL-17 (IL-2, IL-4, IL-6, TNF, IFN-y, ¢ IL-17 ) e
“quimiocinas” (rantes, MIG, MCP-1 e IP-10) dosadas no plasma (6.1) comparando as formas
clinicas isoladas (fase ativa versus curados versus controles) e entre si (LRC versus LCL).
Foram utilizados os mesmos Kits in vitro (6.2), comparando as formas clinicas isoladas (fase
ativa versus curados) e entre si (LRC versus LCL). Dados ndo significativos estatisticamente
ndo foram mostrados. Posteriormente, sdo apresentados os dados da marcacao extracelular de
células de memoria imunologica (6.3) na fase ativa de LRC e LCL, comparando as formas
clinicas entre si. Optou-se por utilizar as dosagens de IL-6 do kit “Th1/Th2/IL-17" e de IL-8 do
kit “inflamatorio” por tratar-se de desvio padrdo menor entre as amostras com dados mais

homogéneos.

6.1 NIVEL DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS PLASMATICAS EM PACIENTES COM
LRC (FORMA CLINICA ATIVA, VERSUS CURADOS E VERSUS OS CONTROLES
SADIOS) E LCL (FORMA CLINICA ATIVA, VERSUS CURADOS E VERSUS 0S
CONTROLES SADIOS).

I- Entre as citocinas do kit “inflamatorio” (IL-8, IL-1p, IL-10 e IL-12p40) todas em LRC (figura
7A) e (IL-1p, IL-10 e L-12p40) em LCL (figura 7B) foram estatisticamente significantes entre
os individuos de lesdo ativa ou curados em relacdo aos controles sadios, quando comparadas as

formas clinicas isoladas.
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Figura 7. Perfil de citocinas plasmaticas do kit “inflamatério” (IL-8, IL-1B, IL-10 e IL-12p40) em LRC
(A) e (IL-1B, IL-10 e L-12p40) em LCL (B) em lesdo ativa ou curados. Em LCL controles (n=10), ativos
(n=9) e curados (n=27). Em LRC controles (n=10), ativos (n=7) e curados (n=29). Dados analisados
pelo FlowJo e GraphPad utilizando o teste estatistico ndo pareado, ndo paramétrico de Kruskal Wallis

(p<0.05).
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I1- Entre as citocinas do kit “TH1/TH2/IL-17” (IL-2, IL-4, IL-6, TNF, IFN-y, e IL-17) somente
IL-17 ndo foi estatisticamente significante tanto em LRC (figura 8A) quanto em LCL (figura

8B) entre os individuos de lesdo ativa ou curados em relacdo aos controles sadios, quando

comparadas as formas clinicas isoladas.
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Figura 8. Perfil de citocinas kit “TH1/TH2/IL-17” (IL-2, IL-4, IL-6, TNF, IFN-y, e IL-17) em lesdo
ativa ou curados em LRC (A) e LCL (B). Em LCL controles (n=10), ativos (n=9) e curados (n=27). Em
LRC controles (n=10), ativos (n=7) e curados (n=29). Dados analisados pelo FlowJo e GraphPad
utilizando o teste estatistico ndo pareado, ndo paramétrico de Kruskal Wallis (p<0.05).
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I11- Entre as quimiocinas do Kit “quimiocinas” (rantes, MIG, MCP-1 e IP-10) somente IP-10
foi estatisticamente significante em LRC (figura 9A) (curados versus forma ativos) enquanto
em LCL (figura 9B) somente IP-10 (forma ativa versus controles e forma ativa versus curados)

e MIG (forma ativa versus curados) foram estatisticamente significantes, quando comparadas

as formas clinicas isoladas.
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Figura 9. Perfil de quimiocinas (IP-10 e MIG) no plasma de pacientes com LRC (A) e LCL (B) em
lesdo ativa ou curados. Em LCL controles (n=10), ativos (n=9) e curados (n=27). Em LRC controles
(n=10), ativos (n=6) e curados (n=29). Dados analisados pelo FlowJo e GraphPad utilizando o teste
estatistico ndo pareado, ndo paramétrico de Kruskal Wallis (p<0.05).
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IV- No kit “inflamatorio” quando comparados pacientes com LRC (forma clinica ativa versus
curados) versus LCL (forma clinica ativa versus curados), entre os curados por LRC as citocinas
IL-1pB (figura 10A) e IL-8 (figura 10B) apresentaram-se mais elevadas do que entre os curados
por LCL. As demais citocinas (IL-10 e IL-12p40) ndo apresentaram diferenca estatisticamente

significante quando foram analisadas as formas clinicas entre si.
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Figura 10. Perfil de IL- 1B (A) e IL-8 (B) em plasma de pacientes com leséo ativa ou curados.
Em LCL controles (n=10), ativos (n=9) e curados (n=27). LRC controles (n=10), ativos (n=7) e curados
(n=29). Dados analisados pelo FlowJo e GraphPad utilizando o teste estatistico ndo pareado, ndo
paramétrico de Kruskal Wallis (p<0.05).

V- No kit “Th1/Th2/IL-17” todas as citocinas (IL-2, IL-4, IL-6. TNF, IFN e IL-17) ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significante quando foram analisadas as formas

clinicas entre si.

VI- Na dosagem do kit “quimiocinas” plasmaticas em pacientes com LCL (forma clinica ativa
versus curados) versus LRC (forma clinica ativa versus curados). Foi observado que as
quimiocinas rantes, MIG, MCP-1 ndo apresentaram diferenga estatisticamente significante
entre as formas clinicas, quando comparadas entre si. Ja IP-10 e MIG apresentaram-se
diminuidas em LRC quando comparadas a LCL entre os individuos em fase de les&o ativa

(figura 11).



IP-10 pg/mL

40

6005 A) 300- B)
—

kA p<0’05 - p<0.05
500' A 250_
A [
4004 L _ - Yy
e a E 200- -
300- YV - =
h vy @ © 150 ®
2004 = o =
— \ 4
4 &#,
wlo ¥ o -l & .
A
1 1 50 L——F—7—
(] & ] =
.AO 60 '40 bo o o (s) o
P D () &
8 S 0 > 0 Ca
Y& VS ‘v =~ Al
e LCL LRC LC LCL LRC

Figura 11. Perfil de IP-10 (A) e MIG (B) em plasma de pacientes com com lesdo ativa ou curados. Em
LCL controles (n=10), ativos (n=9) e curados (n=27). LRC controles (n=10), ativos (n=7) e curados
(n=29). Dados analisados pelo Flowlo e GraphPad utilizando o teste estatistico ndo pareado, ndo
paramétrico de Kruskal Wallis (p<0.05).

6.2 NIVEL DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS IN VITRO EM PACIENTES COM LCL
(FORMA CLINICA ATIVA VERSUS CURADOS) E LRC (FORMA CLINICA ATIVA
VERSUS CURADOS)

I- No kit “inflamatdrio”, entre as citocinas (IL-1p, IL8, 1L-10, IL-12) dosadas in vitro no
sobrenadante de cultura de células de pacientes com LRC e LCL, foi evidenciada significancia
estatistica somente em 1L-8 quando comparados Meio versus Leishmania braziliensis em ativos

e curados (figura 12), quando foram analisadas as formas clinicas entre si.
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Figura 12. Perfil de citocinas (IL-8) em sobrenadante de cultura de células de pacientes com com lesédo
ativa ou curados por LRC (A) e LCL (B). Em LCL ativos (n=9) e curados (n=27). LRC ativos (n=7) e
curados (n=29). Dados analisados pelo FlowJo e GraphPad utilizando o teste estatistico ndo pareado,
ndo paramétrico de Kruskal Wallis (p<0.05).

I1- No kit “Th1/Th2/IL-17” (IL-2, IL-4, IL-6. TNF, IFN e IL-17) nenhuma citocinas apresentou
diferenca estatisticamente significante entre as formas clinicas quando dosadas in vitro. Dados

nao mostrados.

I11- Quanto ao kit de “quimiocionas” no sobrenadante de cultura de células de pacientes com
LRC (figura 13A) e LCL (figura 13B), as dosagens evidenciaram significancia estatistica
guando avaliadas a secrecdo de IP-10 e MIG que se apresentaram maior entre 0s curados nas
células estimuladas com Leishmania braziliensis quando comparamos com Meio nas duas
formas clinicas. E MCP-1 quando comparados Meio versus Leishmania braziliensis em ativos
e curados. N&o sendo identificados dados estatisticamente significantes para MCP-1 e rantes in

vitro.
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Figura 13. Perfil de quimiocinas (IP-10, MIG e MCP-1) em sobrenadante de cultura de células de
pacientes com com lesdo ativa ou curados por LRC (A) e LCL (B). Em LCL ativos (n=9) e curados
(n=27). LRC ativos (n=7) e curados (n=29). Dados analisados pelo FlowJo e GraphPad utilizando o
teste estatistico ndo pareado, ndo paramétrico de Kruskal Wallis (p<0.05).

IV- Em relacdo as dosagens dos kits “inflamat6rio”, “Th1/Th2/ IL-17” e “quimiocinas” in vitro
em pacientes com LRC (forma clinica ativa versus curados) versus LCLL (forma clinica ativa
versus curados), quando comparadas as formas clinicas entre si. Ndo foram identificados dados
estatisticamente significantes para essas dosagens. Dados ndo mostrados. Porém todas deram
estatisticamente significante quando comparados com o controle positivo ConA versus meio e

versus Leishmania braziliensis.
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6.3 MARCACAO EXTRACELULAR DE CELULAS DE MEMORIA IMUNOLOGICA NA
FASE ATIVA DE LRC E LCL.

Para a marcacao de celulas de memdria foram utilizadas amostras de pacientes na
fase ativa decorrente dos resultados de quimiocinas no plasma e in vitro, onde foram
evidenciadas diferencas estatisticamente significantes quando comparadas as formas clinicas

entre si.

I- Em relacdo a expressdo de CD45RO" em linfocitos T (CD4* e CD8") de memoria
imunoldégica (figura 14) tanto em LRC quanto em LCL ndo foi detectada diferenca estatistica

significativa entre 0s grupos.
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Figura 14. Expressdo de CD45R0O em células CD4* e CD8* do sangue periférico de pacientes com LRC
(n=7) e em LCL (n=10) com lesdo ativa. Dados analisados pelo FlowJo e GraphPad. Teste estatistico
ndo pareado e ndo paramétrico de Kruskal Wallis. (p<0.05).

I1- Em relacdo a expressdo de marcadores de ativacdo celular (CD25, CD69 e HLA-DR) em
linfécitos T (CD4" e CD8") de memdria imunoldgica houve menor ativagdo celular nas
amostras de pacientes com LRC, evidenciadas através da menor expressao de CD25 (ativacdo
inicial) e HLA-DR (ativacao intermediaria) em células CD4" (figura 15A) e CD8" (figura 15B)

em relacdo as células dos pacientes com LCL.
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Figura 15. Expressao de CD69 (ativacéo inicial), CD25 (ativacdo intermediaria) e HLA-DR (ativagdo
tardia) e CD45R0O em células CD4* (A) e CD8* (B) do sangue periférico de pacientes com LRC (n=7)
e em LCL (n=10) com lesdo ativa. Dados analisados pelo FlowJo e GraphPad. Teste estatistico ndo

pareado e ndo paramétrico de Kruskal Wallis. (p<0.05).

I11- Em relacdo a expressdo de CD62L low (memdria) e CD62 high (naive) em linfocitos T

(CD4* e CD8"), os pacientes com LRC apresentaram menor quantidade de células CD62L'*"

do que pacientes com LCL e uma quantidade de células CD62L"9" maior do que em pacientes
com LCL em CD4" (figura 16A) e CD8" (figura 16B).
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Figura 16. Expressdo de CD62L e CD45R0 em células CD4* e CD8* do sangue periférico de pacientes
com LRC (n=7) e em LCL (n=10) com les&o ativa. Dados analisados pelo FlowJo e GraphPad. Teste
estatistico ndo pareado e ndo paramétrico de Kruskal Wallis. (p<0.05).

IV- Na expressdo de CD45RO/CCR7 (naive, memoria periférica, memoria central e células
efetoras) em linfécitos T de (CD4* e CD8"), identificamos que as células de memdria efetoras
(TME) apresentaram-se em maior quantidade em pacientes com LCL, tanto em CD4" (figura

17A) quanto em CD8" (figura 17B), em relacdo aos pacientes com LCLR.
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Figura 17. Expressdo de CD45R0O e CCR7 em células CD4* e CD8"* do sangue periférico de pacientes
com LRC (n=7) e em LCL (n=10) com lesdo ativa. TN (naive), TMC (memodria central), TE (efetora) e
TME (memodria efetora). Teste estatistico ndo pareado e ndo paramétrico de Kruskal Wallis. (p<0.05).
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7. DISCUSSAO

O equilibrio entre o perfil de resposta imune do hospedeiro e a capacidade de evasdo do
parasito, sua viruléncia/adaptacdo ao meio, determinam o tipo de evolucdo e a gravidade da
infeccio (CONCEICAO-SILVA; ALVES, 2014). O recrutamento de células para o local da
infeccdo é de extrema relevancia para o desenvolvimento da resposta imune celular do
hospedeiro. Este processo € conduzido por quimiocinas produzidas por leucdcitos e por células
infiltrantes no sitio da infeccdo (ROT; ANDRIAN, VON, 2004; TEIXEIRA et al., 2006),
configurando-as como elementos cruciais na resposta a Leishmania spp, conforme o esperado,
diante de um quadro de infecgéo vigente. (KUMAR et al., 2010; FERNANDEZ-FIGUEROA
et al., 2012). Enquanto as citocinas sao responsaveis por modular a resposta imune gerando um
ambiente pré-inflamatorio, estimulando a expanséo clonal, diferenciacéo e ativacao de celular.
A IL-7 citocina responséavel pela manutencéo das células de memoria CD4* e CD8" e também
importante para o desenvolvimento inicial dos linfécitos que ap6s a exposi¢do ao antigeno e as
moléculas de coestimulacdo (CD27 e CD28) se diferenciardo em células de memdria e efetora,
fundamentais para montar respostas mais rapidas aos antigenos ap0s exposi¢do secundaria
(TAVARES et al., 2014; FEIJO et al., 2016; GABRIEL et al., 2019).

A secrecdo das citocinas plasmaticas dosadas no kit “inflamatorio” e “Th1/Th2/IL-17”
em LRC e LCL estavam mais elevadas entre os individuos de leséo ativa ou curados em relacao
aos controles sadios. As formas clinicas LRC e LCL sdo semelhantes em aspectos clinicos e
imunologicos (MEYMANDI et al., 2009; COSTA, 2014). Porém em LRC IL-8 e 1L-12p40
apresentaram significancia somente dos curados em relacdo aos controles sadios. Além disso,
IL-8 em LCL e IL-17 nas duas formas clinicas ndo apresentaram resultado estatisticamente
significante quando comparadas as formas clinicas isoladas. Quando analisadas as formas
clinicas entre si (LRC versus LCL) a secre¢do de IL-1B no plasma, citocina pro-inflamatdria
que estimula a ativacao de células T CD8", recrutamento de mondcitos, macréfagos, infiltracdo
de neutrdfilos além de estimular a secre¢do de outros mediadores da resposta inata (MILLER
et al., 2007; FERNANDEZ-FIGUEROA et al., 2012), esteve maior no plasma dos curados por
LRC em relacéo aos curados por LCL, podendo estar relacionada a persisténcia antigénica apos
a cura, ja que a producéo desta citocina tem seu “start” a partir do reconhecimento do parasito
por receptores tipo toll dois e quatro e ativagdo do inflamassoma NLRP3 que ativa a caspase-1
que cliva pré-1L-1p, liberando IL-1p (SANTOS et al., 2018).

Do mesmo modo, IL-8 citocina que atua como mediadora da quimiotaxia e ativacdo de
neutrofilos (ZANDBERGEN, VAN et al., 2002), estava mais elevada entre os curados por LRC



47

em relacgdo aos curados por LCL. A manutencédo da producéo de IL-8 entre os curados por LRC
é uma evidéncia que se distancia do padrdo de resposta imune na LCL, onde a secrecdo desta
citocina tende a diminuir apds a cura (KUMAR et al., 2010). In vitro, os niveis de IL-8 em LRC
e LCL estiveram mais elevados entre os ativos e curados apds estimulo com Leishmania
braziliensis. As demais citocinas do kit “inflamat6rio” ndo apresentaram niveis estatisticamente
significantes quando avaliadas isoladamente (ativos versus curados) e nem quando analisadas
as formas clinicas entre si (LRC versus LCL). E importante salientar que o grupo com les&o
ativa ja havia iniciado o tratamento com o antimonial pentavalente, Glucantime, quimioterapico
com mecanismo de acdo ainda incerto, mas que pode regular a resposta imune ao induzir
proliferagéo celular e aumento de IFN e IL-10 (REIS, 2007). O estudo foi conduzido desta
forma com o intuito de homogeneizar a amostra, ja que os individuos na fase ativa de LRC ja
haviam sido expostos ao Glucantime anteriormente durante o tratamento da LCL. O que pode
ter impactado em ndo serem evidenciadas diferencas estatisticas significantes entre ativos
versus curados quando comparadas as formas clinicas isoladamente, com excecdo das
quimiocinas IP-10 em LRC e LCL, e MIG em LCL, todas dosadas no plasma.

No kit “Th1/Th2/IL-17” o perfil de citocinas de LRC e LCL foi semelhante no plasma,
quando avaliadas isoladamente quanto a fase de infec¢do (ativos e curados) versus controles,
assim como quando comparadas as formas clinicas entre si (LRC versus LCL), ndo foram
evidenciadas diferencas estatisticamente significantes (dados ndo mostrados). In vitro, apds
estimulo com Leishmania braziliensis em sobrenadante de cultura, para as citocinas dosadas
nesse kit também ndo foram evidenciadas diferencas ao analisar as formas clinicas isoladamente
(ativos versus curados) e nem entre si (LRC versus LCL). Porém todas foram estatisticamente
significantes quando comparadas com o controle positivo ConA versus meio e versus
Leishmania braziliensis.

Nas dosagens do kit “quimiocinas” no plasma o0s niveis de IP-10 (CXCL10) em LRC
apresentaram-se diminuidos entre os ativos em relacdo aos curados. Em LCL IP-10 esteve mais
elevada entre os individuos de fase ativa quando comparados aos curados e controles na analise
das formas clinicas isoladamente. Assim como MIG (CXCL9), em LCL, que esteve mais
elevada na fase ativa da infeccdo em relagdo aos curados. Estas quimiocinas (MIG e IP-10)
coordenam a migracéo de células Th1l ativadas para o sitio de infec¢cdo e o estabelecimento de
circuito de amplificacdo Th1l mediada pelo IFN-y através da interagdo com CXCR3, receptor
acoplado a proteina G, expresso em células Thl do tipo CD4" e CD8" (ROT; ANDRIAN, VON,
2004; CAMPANELLA et al., 2006; BROMLEY et al., 2008; GROOM; LUSTER, 2011),
secretada por polimorfonucleares (DYER et al., 2009), mondcitos, fibroblastos e células
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endoteliais (VARGAS-INCHAUSTEGUI et al., 2010), e em resposta ao IFN-y (TORVINEN
et al., 2007; BRITO et al., 2014). Sugerimos que sua diminuic¢do na fase ativa da infeccdo em
LRC poderia levar ao comprometimento da ativacdo, migracdo e resposta celular eficaz. As
quimiocinas rantes e MCP-1 ndo apresentaram dados estatisticamente significantes no plasma
(dados ndo mostrados), assim como MIG em LRC que teve niveis semelhantes entre as fases
de infeccdo (ativo versus curados) e controles sadios quando comparadas as formas clinicas
isoladas.

Quando comparadas as formas clinicas entre si, as quimiocinas plasmaticas MIG e IP-
10, demonstraram menor secre¢do na fase ativa por LRC, em rela¢éo aos individuos na fase
ativada LCL, podendo comprometer a resposta imune celular eficaz na LRC, prolongar o tempo
de tratamento ou até levar a predisposicdo para a falha terapéutica desses pacientes, devido ao
déficit destas quimiocinas. Nossos dados corroboram com estudos que apresentam niveis mais
elevados de IP-10 em pacientes com lesGes recentes por LCL e diminui¢do em formas cronicas
(RITTER; KORNER, 2002; DIAZ et al., 2013), entretanto, estas quimiocinas no demostraram
associacdo na analise de escore com a tipicidade, tempo e 0 nimero das lesées (COSTA-SILVA
etal., 2014).

Validando os resultados obtidos nas dosagens das quimiocinas plasmaéticas, IP-10 e
MIG apresentaram-se mais elevadas também entre os curados por LRC e LCL ap06s o estimulo
in vitro com Leishmania braziliensis. MCP-1, quimiocina responsavel pela ativacdo de
macrofagos, estava significativamente mais elevada entre os curados e em fase de lesdo ativa,
nas duas formas clinicas, ap6s estimulo in vitro com Leishmania braziliensis em relacdo ao
Meio. Outras producdes também tém apontado essa tendéncia da elevacdo de MCP-1 apds a
curaem LCL (KUMAR et al., 2010). A quimiocina rantes ao ser dosada in vitro, ndo apresentou
dados estatisticamente significantes (dados ndo mostrados).

Sendo IP-10 (CXCL10) uma guimiocina que induz quimiotaxia, apoptose, crescimento
celular, promogéo da adesdo de células T de memoria as células endoteliais, para resolugdo da
infeccdo, sua associacdo com doencas inflamatorias tem despertado interesse em investigar seu
papel na patogénese de doencas infecciosas (LIU et al., 2011; KARIMINIK et al., 2016).
Estudos apontam niveis significativamente mais elevados de IP-10 e da expressdo do seu
receptor CXCR3, predominantemente em mondcitos CD14" no sangue de pacientes com
Leishmaniose Tegumentar, quando comparados com individuos controles, especialmente na
forma clinica mucosa, sugerindo que a secre¢do desta quimiocina possa estar associada ao
desenvolvimento da leséo, gravidade da doenca (VARGAS-INCHAUSTEGUI et al., 2010;
OLIVEIRA, DE; BRODSKYN, 2012), resisténcia a infeccdo por Leishmania braziliensis
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(TEIXEIRA et al., 2005) e persisténcia do parasita na L. major (VARGAS-INCHAUSTEGUI
et al., 2010). No entanto, outras producfes sugerem que esta citocina possa estar associada ao
controle da infeccdo, reducdo da carga parasitaria, aumento da secrecdo de IL-12 e IFN
(VASQUEZ; SOONG, 2006) e ao recrutamento de células TCD8* (MAJUMDER et al., 2012).
A diminuigdo de IP-10, importante para quimiotaxia de células de memoria para resolugdo da
infeccdo no local da lesdo pode estar relacionada a reativacdo de lesdes na cicatriz previamente
produzida por Leishmania, configurando um ponto chave que precisa ser melhor investigado
para compressdo da resposta imune em LRC.

ApoGs a ativacdo, diante do estimulo antigénico e expansdo clonal, as células T de
memdria (CD45RO*/CCRY7) iniciam rapidamente sua acdo a fim de mitigar a infeccdo em um
ambiente pro-inflamatorio. Esse processo se da através da expressdo de marcadores de
superficie de ativacdo (CD69, CD25 e HLA-DR) e migracdo (CD62L) em populacdes com
fendtipos diferentes, dentre elas células T de Memdria Central (TMC) com alta capacidade de
proliferacdo em érgdos linfoides secundarios, caracterizada pela producéo de IL-2 em pacientes
com historico de LCL, e células T de Memoria Efetora (TME) que conduzem a resposta no sitio
de infeccdo (tecidos periféricos), com perfil de inducdo da producdo de IFN in vitro em
individuos com historico de LCL (KESHAVARZ VALIAN et al., 2013). Ap6s o contato com
0 antigeno, a expressao de CD45RO", marcador de células de memoria, é regulada
positivamente e as células T CD4" tipo Thl e células T CD8" efetoras séo recrutadas para o
sitio de lesdo expressando receptores como o CXCR3, ligante para quimiocinas induzidas por
interferon entre elas estdo MIG (CXCL9), IP-10 (CXCL10) e I-TAC (CXCL11). Onde sugere-
se que 0 CXCR3 desempenha um papel na migracdo de células T no microambiente do tecido
periférico e compartimento linfoide (GROOM; LUSTER, 2011). A marca¢do de CD45RO" nao
foi capaz de mostrar que existe diferenca nas frequéncias dos subtipos de células de meméria
tanto em CD4"* quanto em CD8* quando comparadas as formas clinicas entre si (LRC versus
LCL). Diante de um contexto em que ha diminuicdo de quimiotaticos como IP-10 e MIG,
poderia ocorrer comprometimento de ativacdo celular, e migracdo de células T, o que implicaria
em déficit na responsividade imunoldgica.

A ativacdo celular, marcada pela expressao de CD69 é aumentada com o intuito de reter
a saida das células T dos 6rgédos linfoides o suficiente para a expanséo clonal e diferenciagdo
em TME e TMC, diminuindo ap6s ocorréncia desse evento e culminando na saida dessas
células dos 6rgéos linfoides predominantes em lesGes recentes (30 dias) e ocorrendo diminuigdo
em lesdes tardias (60 dias). Estudos tem demonstrado aumento na frequéncia de células T

expressando CD69 no sangue periférico estimuladas com SLA, sendo mantida em curados por
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LCL, entretanto, com o tempo de cura apresenta tendéncia de diminuicdo (PEREIRA-
CARVALHO et al., 2013; OLIVEIRA MENDES-AGUIAR, DE et al., 2016). Pacientes com
LCL apresentaram correlacdo positiva entre a frequéncia de células T ativada, o tamanho e
cronicidade da lesdo (ANTONELLI et al., 2005; FERRAZ et al., 2015). Assim como nos dados
apresentados por Andrade, 2018, onde foi observado que nas células de pacientes com LCL
houve maior expressdo das moléculas de ativacdo (CD25, CD69 e HLA-DR) quando
comparados aos controles, nos clones das células T CD4*(ANDRADE, 2018). Ao avaliar o
nivel de ativacdo celular em LRC, através da marcacdo de linfocitos T CD4" e CD8* de memoria
imunologica com CD69 (ativacédo inicial), as formas clinicas LRC e LCL demonstraram-se
semelhantes, enquanto que a expressdo de CD25 (ativacdo intermediaria), relacionada a
resposta a IL-2 (promotora de crescimento), esteve diminuida tanto em CD4" quanto em CD8".
Assim como menor frequéncia de células expressando HLA-DR (ativacgdo tardia) em células de
pacientes com LRC em relacéo as células dos pacientes com LCL. Diante do comprometimento
da ativagéo celular em LRC, isso pode gerar reflexos na migragdo celular evidenciada pela
expressdao de CD62L, L-selectina responsavel pela interacdo entre linfocitos T e células
endoteliais, que conduz a migracdo de Células T naive e TMC para 6rgdos linfoides
secundarios, caracterizado por ser uma marcador da distin¢do entre TMC e TME (SALLUSTO
etal., 2004).

Estudos tem apontado alta frequéncia de células CD62L'*" no sangue de pacientes com
LCL em relacdo aos controles. Assim como frequéncia mais elevada de células CD4* fenétipo
efetor, responsavel por migrar para a lesdo e relacionadas a resolucdo da infec¢éo, enquanto
que as células CD8" apresentando o fen6tipo de memoria, tiveram perfil de correlagdo positiva
entre a frequéncia de células no sangue, com o tamanho da lesdo (ANDRADE, 2018). No nosso
estudo, os pacientes com LRC apresentaram uma reducdo de células CD62L'"/CD45R0O*,
migrando para a periferia em comparacdo com pacientes com LCL e quantidade de células
CD62L""CD45R0O* maior do que em pacientes com LCL, evidenciando possivel diminuico
na frequéncia de TME migrando para a periferia para resolucdo da lesdo no sitio de infeccéo,
elevando o tempo de cura na LRC e maior frequéncia de TMC, presente em tecidos linfoides
(OLIVEIRA MENDES-AGUIAR, DE et al., 2016).

Apesar de CD45RO" ndo parecer ter diferenca entre LRC e LCL, quando associado ao
CCRT7" na verificacdo da frequéncia dos subtipos de células de memadria isto poderia evidenciar
alguma diferenca entre as formas clinicas. Diante disso, ao avaliar as frequéncias de células T
naive, TMC e TE para CD4" e CD8" verificamos que as formas clinicas, LRC e LCL foram

semelhantes. Entretanto, identificada diminuicdo da resposta de memoria efetora em LRC
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evidenciada pela menor frequéncia de células memdria efetora (TME) em LRC quando
comparadas a LCL, podendo este fendmeno ser o “gatilho” para o surgimento na LRC.
Sugerimos que a diminuicdo de IP-10 na fase ativa da LRC possa ser um biomarcador para
identificacdo precoce desta forma clinica e que possa estar relacionado aos demais eventos da
resposta celular (ativacdo, migracéo e resposta efetora), associada a dificil resposta terapéutica
e resisténcia ao tratamento. Esses dados, além de tentar esclarecer diferengas imunoldgicas
entre LRC e LCL poderdo oportunizar melhorias na conduta terapéutica para LRC.

Considerando as duas formas clinicas com caracteristicas de resposta imune local, a
expressdo de IP-10, necessita de maiores investigacOes para explicar o seu real papel no
desenvolvimento e resolucdo nas diferentes formas de LT e possivel caracterizacdo como
biomarcador

Diante disso, entre as perspectivas do nosso estudo estdo caracterizar o perfil de células
de memoria em curados por LRC para efetivar a comparacdo destes com a fase ativa, onde
esperamos que entre os curados por LRC, o perfil de células TME estejam semelhantes aos
curados por LCL, conforme trabalhos anteriores do nosso grupo comparando ativos e curados
por LCL. Além de correlacionar o perfil de células de memdria com a expressdo de CD62L """
e CD62L"9",
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8. CONCLUSOES

Nossos dados sugerem que na LRC, a diminuic&o de IP-10 poderia caracterizar-se como
biomarcador para identificacdo precoce desta forma clinica e que possa estar relacionada aos
demais eventos da resposta celular (ativacdo, migracdo e memoria efetora), associada a dificil
resposta terapéutica e resisténcia ao tratamento.
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