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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é causada por protozoarios do
género Leishmania que infectam células do sistema fagociticomononuclear, causando
lesBes na pele ou nas mucosas oral e nasofaringea. Apesar dos varios estudos sobre a
imunologia da LTA, o conhecimento ainda € insuficiente para a compreensdao dos
mecanismos que levam ao controle ou a persisténcia dos parasitos. Os mondcitos sao
células do sangue que se subdividem em classicos, ndo classicos e intermediarios, de
acordo com a expressdo de moléculas CD14 e CD16, apresentando diferencas
fenotipicas e funcionais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a participacdo dos
monocitos na LTA. Para tanto, foram avaliadas as alteracdes nas frequéncias dos
mondcitos CD14°CD16" (ndo classicos) e de células NK CD56"CD16" (por citometria
de fluxo) do sangue periférico de um paciente com leishmaniose cutaneo difusa (LCD),
antes e apds imunoquimioterapia (tratamento quimioterdpico mais vacinas
monovalentes de L. (L.) amazonensis e de L. (V.) braziliensis com BCG). Em seguida,
em pacientes com leishmaniose cutanea localizada (LCL), foram avaliadas as
subpopulacdes de mondcitos (CD14"CD16, CD14"CD16*, CD14°CD16", usando
citometria de fluxo); a expressdo de citocinas em monécitos CD14" em hemoculturas
ativadas com lipopolissacarideo (LPS; usando citometria de fluxo); a producdo de
citocinas pro- (fator de necrose tumoral, TNF) e antiinflamatdria (interleucina 10, IL-
10) secretadas em hemoculturas ativadas com agonistas de receptores similares a Toll
[TLR2 (Pam3sCys) e TLR4 (LPS)] ou antigenos de L. (V.) braziliensis (Ag; dosados por
ELISA) e associa¢do com dados clinicos. No paciente com LCD, houve um aumento da
frequéncia de mondcitos CD14°CD16" e de células NK, provavelmente associado ao
uso do BCG, que contribuiu para a cura clinica das lesGes causadas por L. (L.)
amazonensis. Nos pacientes com LCL, as subpopulacdes de mondcitos CD16" estavam
aumentadas no sangue periférico, antes do tratamento. Foi detectada uma expressao
similar das citocinas TNF e IL-10 intracelularmente nos mondcitos CD14", apds cultura
com LPS, de pacientes com LCL e individuos controles. N&do foi possivel avaliar quais
subpopulac¢des de mondcitos estavam produzindo as citocinas, porque apos ativacdo dos
monocitos com LPS houve alteragdes nas porcentagens das subpopulagdes de
mondcitos. Apés a ativagdo de hemoculturas com agonistas de TLR2 e TLR4 ou Ag,

hemoculturas de pacientes com LCL produziram mais TNF e similares concentragcdes
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de IL-10 em relacdo as hemoculturas de individuos sadios. Enquanto em individuos
sadios foi detectada uma correlacdo positiva entre as concentracfes de TNF e IL-10
produzidas apds diferentes estimulos (LPS, Pam3;Cys e Ag), esta correlagdo ndo foi
detectada nas hemoculturas de pacientes com LCL, exceto quando usado Pam3Cys.
Houve uma correlacdo positiva entre as concentracdes de TNF, presentes no soro e
produzidos antes e apos diferentes estimulos nas hemoculturas, e o nimero de lesdes
dos pacientes com LCL. Os dados sugerem que ativar os monocitos pode levar ao
controle da infeccdo em paciente com LCD, uma forma clinica em que ndo ha uma
eficiente resposta imune celular adquirida, sendo, portanto, importante ativar células da
imunidade natural que possam causar regressdo das lesdes, diminuindo os custos com
medicamentos e melhorando a qualidade de vida do paciente. Por outro lado, na LCL,
alteracdes nas subpopulacdes de mondcitos e um desequilibrio na producéo de citocinas
pro- e antiinflamatdrias podem contribuir para a imunopatogenia da doenca. Nos casos
estudados houve aumento de mondcitos ndo cléssicos e intermediarios (CD14°CD16",
CD14"CD16") e associacdo entre o nimero de lesdes e a producdo de TNF pelos
monocitos. Uma compreensdo sobre o papel das subpopulacbes de mondcitos na LTA
pode abrir novas perspectivas para a identificacdo de marcadores de gravidade da
doencga, bem como de futuros alvos terapéuticos na LTA.
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ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is caused by Leishmania
protozoan that infects mononuclear phagocytic cells leading to cutaneous or mucosal
lesions. The mechanisms responsible for parasite control or persistence are not
completely known. Human monocytes are blood cells subdivided into three subsets
(classical, nonclassical and intermediate) according to the CD14 and CD16 expression
that is associated with different phenotypical and functional characteristics. The aim of
this study was to evaluate the profile of monocytes in ATL. First, it was analyzed the
nonclassical monocytes (CD14°CD16") and CD56'CD16" NK cell frequencies in
peripheral blood (by using flow cytometry) of a patient with diffuse cutaneous
leishmaniasis (DCL) before, during and after immunochemotherapy (chemotherapy
treatment together with L. (L.) amazonensis and L. (V.) braziliensis monovalent
vaccines plus BCG). Then, in localized cutaneous leishmaniasis (LCL) patients (n = 32)
and healthy donors, the three monocyte subsets (CD14"CD16’, CD14"CD16",
CD14"°CD16") were evaluated by flow cytometry; in the whole blood cultures we
evaluated the expression of cytokines in CD14" monocytes activated with
lipopolysaccharide (LPS, by flow cytometry), and the secretion of proinflammatory
(tumor necrosis factor, TNF) and antiinflammatory (interleukin 10, IL-10) after
activation with Toll-like receptor agonists (TLR2 (Pam3sCys), TLR4 (LPS)) or L. (V.)
braziliensis antigen (Ag; ELISA was used). In DCL patient it was detected an increase
in non classical monocytes and NK cell frequencies probably associated to BCG
stimulation, contributing to the clinical cure of several lesions caused by L. (L.)
amazonensis. In LCL patients, the CD16" monocyte subsets were increased before
treatment. A similar TNF and IL-10 expression in CD14" monocytes activated with LPS
was found in patients and controls. It was not possible to identify which monocyte
subpopulation was the responsible for the TNF or IL-10 production due to alterations of
the percentages of each subset after LPS stimulation. Activation through TLR2, TLR4
or with Ag leads to a higher production of TNF but not IL-10 in whole blood cultures of
patients than of controls. Whereas in healthy controls there was a positive correlation
between TNF and IL-10 production after different stimulations (LPS, Pam3Cys and Ag),
this was not observed in LCL patients, except for TLR2 stimulation. A positive

correlation was detected between amount of TNF in serum or in activated-whole blood
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cultures and the number of cutaneous lesions. These results suggested that nonclassical
monocytes can contribute to the control of infection in DCL patient, a clinical form in
which patients do not present acquired cellular immune response. In this case, activation
of innate cells as monocytes can cause lesion regression decreasing costs with
medicines and improving the life quality of the patients. On the other hand, in LCL
patients monocyte subsets and cytokine imbalance, especially with increase of
nonclassical and intermediate monocytes (CD14°CD16*, CD14"CD16") and TNF, can
contribute to leishmaniasis immunopathogenesis. To understand the role of monocyte
subsets in ATL can open new avenues to the identification of biological markers of
disease severity as well as new therapeutic targets to ATL treatment.

XV



INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1. A Leishmaniose Tegumentar Americana

1.1. Epidemiologia e transmissao

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca infecto-
parasitaria, causada por protozoarios do género Leishmania, que acomete pele e/ou
mucosas. E transmitida pela picada de insetos vetores dos géneros Phlebotomus e
Lutzomyia. A maioria das infec¢Ges ocorre como zoonoses entre animais Silvestres,
geralmente roedores, sendo o homem um hospedeiro acidental. Os ciclos de
transmisséo, no entanto, estdo se adaptando ao peridomicilio e se espalhando para areas

ndo endémicas (Desjeux 2001, Gontijo & Carvalho 2003).

Nos altimos 20 anos tem-se observado um aumento do numero de casos de
todas as formas de Leishmaniose - doenca emergente em algumas areas e re-emergente
em outras. Fatores como mudancas ambientais, migracdes descontroladas, turismo
ecoldgico, trabalho em areas de risco, dificuldades de tratamento, hospedeiros
imunocomprometidos, entre outros, propiciam uma grande variedade de contatos entre
reservatorio/homem e o vetor (Shaw 2007). Cerca de 350 milhGes de pessoas vivem em
area de risco para transmissdo de Leishmaniose e anualmente sdo estimados cerca de
dois milhdes de casos novos. (WHO 2004).

No Brasil, no periodo de 1988 a 2009, a LTA apresentou uma média anual de
27.093 casos notificados. Durante este periodo, observou-se uma tendéncia de
crescimento da endemia, com os coeficientes mais elevados nos anos de 1994 e de
1995, quando atingiram niveis de 22,8 a 22,9 casos por 100.000 habitantes,
respectivamente. Ocorreu também expansdo geografica, pois, no inicio da década de
1980, foram registrados casos em 19 unidades federadas e, em 2003, a doenca foi
notificada em todos os estados. Em 1994, houve registro de casos autoctones em 1.861
municipios, o que representava 36,9% dos municipios do Pais e em 2005, houve uma

expansédo da doenca para 2.068 municipios (37,2%) (Ministério da Saude 2011).

No estado de Goias, foram notificados 1.610 casos de LTA, entre os anos de
2007 e 2010, dos quais 246 casos em 2007, 351 em 2008, 460 em 2009 e 553 em 2010.



A maioria dos casos era procedente dos municipios de Niquelandia, Baliza, Sdo Miguel
do Araguaia, Doverlandia, Minagu, Sdo Domingos, Rio Verde, Mineiros, Caiapdnia,
Divinopolis de Goids, Itaja, Porangatl, Posse, Campos Belos, Jatai, Crixas, Jaragud,
Araguapaz, Montividiu do Norte, Rubiataba, Serrandpolis e Uruacu (SES-
SINAM/SUS/MS).

No Brasil, as trés principais espécies de Leishmania causadoras de LTA
pertencem a dois subgéneros: (1) Viannia, representado, principalmente, pelas espécies
L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis, associadas com lesBes cutaneas localizadas,
disseminadas ou mucocutaneas e (2) Leishmania, representado pela espécie L. (L.)
amazonensis, associada com o desenvolvimento de lesdes cutaneas localizadas ou com a
forma difusa da LTA. Dentre estas espécies, L. (V.) braziliensis é a mais prevalente no
nosso meio e cerca de 1 a 10% dos pacientes acometidos apresentam a forma clinica
mucosa ou mucocutanea (Ashford 2000, Gontijo & Carvalho 2003, Machado-Coelho et
al. 2005, Ministério da Saude 2007).

Durante o seu ciclo de vida (Figura 1), Leishmania apresenta dois estagios
morfoldgica e bioguimicamente distintos, a forma amastigota e a forma promastigota. A
forma amastigota desenvolve-se intracelularmente, multiplicando-se especialmente em
macrdfagos, apresentando forma arredondada e sem flagelo. No intestino do
flebotomineo, as amastigotas sao liberadas e se transformam em promastigotas, as quais
se apresentam na forma alongada e com um flagelo bem desenvolvido (Ashford 2000,
Gontijo & Carvalho 2003). Em seguida, esta forma promastigota sofre um processo de
diferenciacdo morfolégica e funcional, passando da forma prociclica inicial, ndo
infectante, para a forma metaciclica infectante, através da metaciclogénese (da Silva &
Sacks 1987). As formas metaciclicas migram para a peca bucal do inseto, que quando
faz novo repasto sanguineo transmite o parasito para o hospedeiro (Ashford 2000). As
formas promastigotas prociclicas e metaciclicas sdo também encontradas em culturas
axénicas, representando as formas em fase de crescimento logaritmico e em fase

estacionaria do crescimento, respectivamente.
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Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania sp ( Adaptado de Reithinger et al. 2007)

1.2. Patogénese e manifestacdes clinicas

Apb6s a picada do inseto vetor, Leishmania sp inoculada no hospedeiro
vertebrado, na forma promastigota, é entdo fagocitada por diferentes células do sistema
mononuclear fagocitario, especialmente por macrofagos, onde se diferencia na forma
amastigota, estabelecendo a infec¢do. A sobrevivéncia da forma amastigota na célula
infectada depende da interacdo do parasito com a célula do hospedeiro e 0s mecanismos
que o parasito utiliza para modular este processo ainda ndo sd@o completamente
conhecidos (Kima 2007).

Em seres humanos, as caracteristicas do parasito e da resposta imune definem o
amplo espectro clinico da infeccdo causada por Leishmania, variando de infecgdes
assintomaticas e lesdes cutaneas com cura espontanea até leishmaniose cutaneo difusa
(LCD) e leishmaniose visceral, além de formas cutaneas cronicas ou com acometimento

de mucosa (Murray et al. 2005).



Na Figura 2 observamos o espectro clinico da leishmaniose humana através da
relagcdo entre imunidade celular (CMI), hipersensibilidade tardia (DTH) e a quantidade
de parasitos. E dependendo destes fatores temos desde formas assintomaticas (1) com
relacdo CMI/DTH equilibrada e pequena quantidade de parasitos até doenca crénica (4)
que se manifesta por CMI/DTH ausente ou ineficaz e grande quantidade de parasitos
(leishmaniose cutaneo difusa e leishmaniose visceral) ou CMI/DTH forte com
inflamacéo patoldgica apesar da pequena quantidade de parasitos (leishmaniose mucosa

e cutanea cronica).

LEISHMANIOSES - FORMAS CLINICAS

4 Doenga grave

Leishmaniose cutaneo difusa

Leishmaniose mucosa X . -
Leishmaniose visceral

Leishmaniose cutanea cronica

1 Infecgdo assintomatica PKDL (India)

3 Cura espontanea
PKDL (Sudao)
Oligossintomatica
Leishmaniose visceral

2 Cura espontanea
Leishmaniose cutanea

Parasite burden — Quantidade de parasitos
CMI — imunidade celular

DTH - hipersensibilidade tardia Adaptado de Murray et al. 2005

Figura 2. Espectro clinico da Leishmaniose humana. Adaptado de Murray et al. 2005

Apds um periodo de incubacdo de duas semanas a trés meses, a infecgdo cutanea
pode permanecer subclinica ou no local da picada do inseto surge uma papula ou nédulo
eritematoso que evolui para Ulcera e pode ser precedido ou acompanhado de aumento de
um génglio regional. A leishmaniose cutanea localizada (LCL) é a forma mais comum
da doenca com uma a 20 lesdes, geralmente ulceradas ou Ulcero-crostosas, em areas

descobertas do corpo. A ulcera tipica é arredondada, ndo dolorosa e pode evoluir para
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cura espontanea ou progredir para uma das diferentes formas da doenca, na dependéncia
da resposta imune e da espécie de Leishmania (Ministério da Saude 2007).

A forma cuténea disseminada (LD) se caracteriza pela presenca de mais de 10
lesbes, geralmente acneiformes ou papulares, em duas ou mais areas nao contiguas do
corpo. Em 29% dos casos pode ocorrer lesdo de mucosa. L. (V.) braziliensis é a Unica
espécie ja isolada nos pacientes com LD. Tem sido relatado o aumento desta forma,

especialmente na regido nordeste do Brasil (Turetz et al 2002).

A leishmaniose cutaneo difusa (LCD) é uma forma anérgica, rara e caracterizada
por lesbes nodulares, ricas em parasitos, de dificil tratamento e progndstico reservado.
Tem sido relatada na América do Sul, América Central e Etidpia. As lesbes séo ricas em
parasitos e as espécies envolvidas sdo L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis e L. (L.)
aethiopica (Goto & Lindoso 2010).

A forma mucosa ou cutaneomucosa (LM ou LCM) tem incidéncia variando de
0,4 a 2,7% nas diversas regides do Brasil (Jones et al. 1987, Gontijo et al. 2002, de
Castro et al. 2005). Ocorre de um a cinco anos apés a cura da lesdo cutanea, mas pode
ser concomitante ou aparecer até décadas depois. Acomete as mucosas oral, nasal,
faringea e laringea, levando a destruicdo tecidual e lesGes desfigurantes. Segundo
Bedoya-Pacheco et al (2011) a proporcdo de pacientes com forma mucosa aumenta
com a diminuicdo da prevaléncia da LTA, reforcando o conceito de que a LM ¢é
secundaria a forma cutanea mesmo quando a lesdo cutanea ndo é detectada ou é auto

limitada.

Recentemente, novos fatores também parecem ser importantes na evolucdo da
LM: a infeccdo da Leishmania por um virus RNA (LRV1) enddgeno que aumenta a
resposta imune. Questiona - se a influéncia deste virus na resposta do macréfago e na
manutencdo de uma resposta imune ativa, facilitando a disseminacdo do parasito e
aumentando, consequentemente, a incidéncia de formas graves (lves et al. 2011, Scott
2011). Os hormdnios sexuais também tem sido considerados na modulacdo da resposta
imune (Snider et al. 2009).

Em pacientes com Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida, a LTA pode se
manifestar durante a sindrome de reconstituicdo imune. Nestes casos, observa-se
agravamento de lesdes existentes ou reativacdo da infeccdo associada com a

recuperagdo do nimero das células T CD4" e reducdo da carga viral apds o inicio do



tratamento antirretroviral altamente efetivo (Hirsch et al. 2004). Os pacientes
apresentam lesGes polimorficas, variando de papulas, nédulos, placas e ulceracdes até
diferentes formas de lesdes mucosas. Também foram descritas lesdes genitais e a forma
cutaneo difusa (Posada-Vergara et al. 2005, Sinha et al. 2008, Lindoso et al. 2009, Goto
& Lindoso 2010).

1.3. Imunologia

Diferentemente da dicotomia da resposta dos linfocitos T auxiliares (Th), com
perfil de respostas Thl ou Th2 bem definidas no modelo de infeccdo com L. major em
camundongos, em pacientes com LTA ocorre uma mistura da imunidade Thl e Th2.

Em geral, os pacientes com LCL apresentam resposta imune celular contra
Leishmania, avaliada por intradermorreacdo, bem como resposta imune humoral
(Convit et al. 1993). Na fase ativa da LCL, ha predominancia de linfocitos T CD4" com
producdo tanto de citocinas do tipo Thl (interferon gama, IFNy) quanto do tipo Th2
(interleucina 4, IL-4). Em individuos com regressao espontanea da lesdo ou naqueles
que apresentam cura clinica apds o tratamento quimioterapico, ha maior produgdo de
IFNy e baixos niveis de IL-4 (Coutinho et al. 1998). A predominancia de citocinas Thl
sobre Th2 parece ser o perfil mais comumente encontrado na LCL (Céceres-Dittmar et
al. 1993, Pirmez et al. 1993, Convit et al. 1993) e 0 aumento do IFNy e a diminuic¢do do
fator de necrose tumoral (TNF) parecem ser necessarios para a obtencdo da cura
(D’Oliveira Jr et al. 2002). Também tem sido descrita uma diminui¢do dos niveis de
IFNy e TNF apos terapia bem sucedida de LCL (Ribeiro-de-Jesus et al. 1998). Estes
resultados sugerem que pacientes que produzem IFNy e TNF, necessarios para a
eliminacdo dos parasitos, e também conseguem modular a resposta inflamatoria, tém
mais chance de cura. Na LCL, a expressdo de NO sintase induzida (iNOS, inducible
Nitric Oxide Synthase), a enzima responsavel pela producdo de NO (6xido nitrico), é
encontrada nas lesdes, sendo associada a expressdo de interleucina 12 (IL-12) e IFNy e &
diminuida quantidade de parasitos, o que sugere um papel para o NO na defesa contra
0s parasitos (Qadoumi et al. 2002, Diaz et al. 2006, Morgado et al. 2008). De fato,
monacitos/macréfagos humanos produzem NO e matam L. major, um mecanismo
dependente da presenca de TNF (Vouldoukis et al. 1997); por outro lado, isolados de L.
(V.) braziliensis mais resistentes ao NO multiplicam-se mais nos macréfagos (Giudice

et al. 2007). Na LCD os pacientes apresentam um perfil predominantemente do tipo
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Th2, com completa anergia ao antigeno de Leishmania, intradermorreacdo negativa,
baixas concentracdes de IFNy e IL-12, mas com altas concentracdes de IL-4, IL-5 e
TNF (Bomfim et al. 1996).

Na LM, causada especialmente por L. (V.) braziliensis, os pacientes apresentam
forte resposta imune celular, concomitante a uma progressiva destruicao tecidual. A
resposta & intradermorreacdo com antigenos de Leishmania é mais forte do que a de
pacientes com LCL e as concentragdes de IFN, IL-2, IL-5 e TNF se apresentam mais
elevadas. Nas lesdes, hd um intenso infiltrado inflamatorio rico em linfocitos e
plasmdcitos, com poucos macrofagos contendo escassos parasitos. Existe uma mistura
das respostas Thl e Th2 com elevados niveis de IL-2, IL-4, IL-5 e TNF, o que explica a
ndo resolugdo da doenga (Convit et al. 1993, Pirmez et al. 1993, Ribeiro-Jesus et al.
1998). A maioria dos linfocitos é T CD4" com perfil Thi, havendo elevada expressio de
TNF nas lesdes, o que pode ser acompanhado ou nao da expressao de IL-4 (Caceres-
Dittmar et al. 1993, Amato et al. 2003, Silveira et al. 2004). A expressdo de iINOS nas
lesbes de pacientes com LCM parece ser similar aquela de pacientes com LCL (Diaz et
al. 2006). N&o existem marcadores imunoldgicos que possam identificar os pacientes
com LCL que apresentam risco de desenvolver a forma mucosa da leishmaniose
(Barral-Netto al. 1995).

Embora ocorra a producdo de IFN durante a infeccdo por L. (V.) braziliensis,
necessaria para o controle da infeccdo, ndo esta claro porque os pacientes desenvolvem
a doenca. E possivel que ocorra alguma anormalidade no local da lesdo com evidéncia
de um padrdo misto ThO ou Th1/Th2. Algumas diferencas foram encontradas no perfil
de citocinas em pacientes com lesdes recentes (IFNy e IL-10) quando comparados com
aqueles com lesdes antigas (TNF). Em casos de LV e LCD, a auséncia de IFNy permite
a multiplicacdo dos parasitos e a progressdo da doenca. Portanto, presume-se que a
resposta de célula T e a funcdo dos mondcitos sejam importantes para o controle da

Leishmaniose (Ribeiro-de-Jesus et al. 1998).

1.4. Diagnostico

O diagnoéstico da LTA baseia-se em dados epidemioldgicos, clinicos e
laboratoriais. A confirmacdo laboratorial deve ser preferencialmente por meio do

encontro do parasito ou seu antigeno em amostra obtida da lesdo. Quando néo se



consegue evidenciar o agente etioldgico, os testes imunoldgicos podem auxiliar no

diagnostico.

A pesquisa de formas amastigotas em amostras obtidas através de raspado,
imprinting ou biopsia da lesdo, coradas pelo Giemsa, tem sensibilidade de 15 a 30%,
chegando a 44 - 58% quando se associa a cultura em meio de Novy, McNeal e Nicolle e
a 38 — 52% com a inoculagdo em hamster. A imunoistoquimica, realizada em
fragmentos de bidpsia, pode evidenciar a forma amastigota ou seu antigeno em até
88,5% quando se usa imunofluorescéncia e em 58,6 a 64,5% com a técnica da
imunoperoxidase (Oliveira et al. 2010). Assim, os métodos utilizados para a detec¢do
do parasito tém baixa sensibilidade e ndo identificam as espécies de Leishmania.
Deteccdo do DNA da Leishmania através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
além de ter a mesma sensibilidade dos métodos parasitologicos para evidenciar o
parasito, também identifica a espécie, é especifico, rapido e pode ser usado em
diferentes amostras bioldgicas (Sotto et al. 1989, Schubach et al. 2001, Weigle et al.
1987, Reithinger et al. 2007). A PCR em tempo real, usando iniciadores especificos
para géneros e espécies de Leishmania, tem sido avaliada recentemente, com resultados
promissores quando comparada a técnica convencional (Castilho et al. 2008, Antinori et
al. 2009).

Os testes imunoldgicos utilizados na pratica clinica sdo indicadores indiretos da
infeccdo por Leishmania. Sdo comumente utilizados a intradermorreacdo de
Montenegro e exames soroldgicos. O teste de Montenegro indica infeccdo por
Leishmania, mas ndo distingue se a infeccdo é presente ou passada, assim sua
importancia diagnostica fica prejudicada para pacientes oriundos de areas endémicas,
pois, individuos assintomaticos podem apresentar teste positivo (Goto et al. 2010). Em
pacientes tratados, a intradermorreacdo de Montenegro permanece positiva ainda por
tempo indeterminado, sendo que em casos de infeccdo por L. major foi observada
positividade por mais de 19 meses ap0s o tratamento (Sassi et al. 1999). O teste de
Montenegro encontra-se positivo em mais de 80% dos pacientes com LCL, LD e LM,

enguanto que na LCD é persistentemente negativo (Costa et al. 1986, Reis et al. 2009).

Os exames sorologicos, mais comumente utilizados, sdo a imunofluorescéncia
indireta (IFI) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA), que tém sensibilidade baixa, exceto

na forma mucosa, e apresentam variacdo de acordo com a espécie. Quando positivos



geralmente indicam infecgdo e os niveis tendem a cair apos o tratamento (Romero et al.
2005, Barroso-Freitas et al. 2009).

1.5. Tratamento

O tratamento da LTA depende da espécie de Leishmania, forma clinica e co-
morbidades. Os antimoniais pentavalentes sdo os farmacos de primeira linha. Eles
aumentam a capacidade fagocitica dos neutrofilos, com o aumento da producdo de
superdxido e, portanto, podem destruir o parasito por mecanismos diretos e indiretos

(Muniz-Junqueira et al. 2008).

Como alternativas, séo recomendadas a anfotericina B na forma de desoxicolato
ou nas formulacdes lipidicas, especialmente a lipossomal e a pentamidina. Outros
farmacos como azitromicina, allopurinol em associacdo com antimoniais, dapsona,
rifampicina, imidazois e miltefosine também tem sido utilizados. O uso topico de
paramomicina tem se mostrado promissor assim como calor e mais recentemente a
terapia fotodinamica associada ao uso de antimoniais (Arana et al. 2001, Soto et al.
2004, Lima et al. 2007, van der Snoek et al. 2008). Ainda em fase experimental, o

tamoxifeno tem sido usado, entre outros (Miguel et al. 2009).

A imunoterapia, utilizando antigeno Leishmania, isolado ou em associacdo com
outros antigenos, como o BCG, pode ser indicada em situacdes especiais, quando 0s
pacientes apresentam baixa resposta imune ao parasito. O uso de vacinas com
preparacdes de formas promastigotas tem mostrado resultados promissores (Mayrink et
al. 1992, Convit et al. 2003). E a imunoterapia associada com antimoniais tem sido uma
alternativa para tratamento de casos graves e refratarios aos tratamentos convencionais
(Musa et al. 2010). O uso de imunomoduladores como a pentoxifilina, interferon e
imiquimod associados aos antimoniais também sdo promissores (Arana et al. 1994,
Miranda-Verastegui et al. 2005, Machado et al. 2007).

2. Os monacitos do sangue periférico humano: participacéo na Leishmaniose

Tegumentar Americana

Os monocitos sdo células mieldides, que se originam de precursores na medula

0ssea, circulam pelo sangue e, ao migrarem para os tecidos, diferenciam-se em
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macrofagos ou em células dendriticas. Os mondcitos sdo células da imunidade natural,
conhecidos como fagdcitos mononucleares, que desempenham diversas fungdes no
desenvolvimento de homeostasia, na defesa contra agentes infecciosos, tumores,
inflamacéo, ativacéo de linfocitos T e reparo tecidual (Auffray et al. 2009, Serbina et al.
2008). O elevado nuimero de atividades e plasticidade dos mondcitos levou a estudos
sobre sua heterogeneidade populacional, que culminaram na divisdo dos mondcitos em
subpopulacdes. Assim, no sangue periférico humano, trés subpopulacdes de mondcitos
foram definidas, tendo sido assumida uma nova nomenclatura a partir de 2010, adotada
pela Uni&o Internacional das Sociedades de Imunologia (Ziegler-Heitbrock et al. 2010).
A nova divisdo baseia-se na expressdao e na intensidade da expressdao de dois
marcadores, 0 CD14 e o CD16. Em condicdes fisioldgicas podem ser detectados: 0s
monocitos classicos, que expressam muito CD14 e nao expressam o CD16
(CD14""CD167), os intermediarios, que expressam muito CD14 e CD16
(CD14""CD16") e os ndo cléassicos, que diminuem a expressdo de CD14, mantendo
uma elevada expressdo de CD16 (CD14"°"CD16"™) (Ziegler-Heitbrock et al. 2010). O
CD14 é um co-receptor do TLR4 (Toll-like receptor 4, receptor similar a Toll, 4), que é
o receptor do lipopolissacarideo (LPS) de certas bactérias Gram negativas, e 0 CD16 é o
receptor de baixa afinidade para a imunoglobulina G (FcRIII), utilizado para a
eliminacdo de imunocomplexos pelos mondcitos (Martinez 2009). Quando for avaliada
apenas a presenca ou auséncia de CD16 nos mondcitos, a nomenclatura sugerida é a de
mondcitos CD16* Pe CD16", referindo-se a todos os mondcitos CD14* (Ziegler-
Heitbrock et al. 2010).

Inicialmente, foi descrito que 90% dos mondcitos classicos do sangue
expressavam a molécula CD14 em grande intensidade (CD14** ou CD14™) e nio
expressavam CD16 (CD16%). Além destes, cerca de 10% dos mondcitos expressavam
baixas quantidades de CD14 e apresentavam o CD16 (CD14"CD16" ou CD14"°CD16%),
hoje considerados 0s mondcitos nao cléassicos (Ziegler-Heitbrock et al. 1992, Fingerle et
al. 1993, Ziegler-Heitbrock 1996). Varios estudos, além destes acima citados, foram
realizados nas décadas de 1990 e 2000, considerando apenas estas duas subpopulagdes,
divididas também em mondcitos CD16" ou CD16™ (Fingerle-Rowson et al. 1998, Belge
et al. 2002, Randolph et al. 2002, Iwahashi et al. 2004, Yano et al. 2007, Ziegler-
Heitbrock 2007, Serbina et al. 2009). Posteriormente, a subpopulagio CD16" foi

subdividida em duas, compondo os mondcitos intermediarios e os ndo classicos. Cerca
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de 90% dos mondcitos sdo classicos e os 10% restantes sdo subdivididos em
intermediarios e ndo classicos, sendo os intermediarios encontrados em menor

porcentagem (Ziegler-Heitbrock et al. 2010).

A avaliacdo das caracteristicas fenotipicas e funcionais das subpopulac6es dos
mondcitos sugeriu que estas subpopula¢bes sdo parte de um continuo processo de
desenvolvimento dos monécitos, sendo 0s monécitos cléssicos (CD14"CD16") os mais
imaturos, passando para 0 estdgio intermediario de maturacdo (mondcitos
intermediarios CD14"CD16") e os mais maduros sd 0s mondcitos ndo classicos
(CD14"°CD16"). Quando os monécitos ndo classicos foram descobertos, demonstrou-se
que eles apresentavam caracteristicas fenotipicas e funcionais similares a macréfagos
teciduais (macrofagos alveolares, micrdglias), ou seja, sendo
CD14"°CD11h"°CD33"°CD16"MHCII* (MHCII, moléculas classe 11 do Complexo
Principal de Histocompatibilidade, Major Histocompatibility Complex), expressando
TNF, mas ndo IL-10, apds estimulacdo com LPS. Por estas caracteristicas, acreditou-se
que os mondcitos CD14°CD16" fossem mais maduros do que os monécitos classicos
(Ziegler-Heitbrock et al. 1993, Frankenberger et al. 1996). Também foi demonstrado
que 0s monacitos classicos podem ser convertidos em monadcitos ndo classicos, tanto
por acdo de citocinas quanto por estimulos microbianos, especialmente pela diminuigdo
da expressdo do CD14 e aumento de CD16 (Li et al. 2004, Skinner et al. 2005).
Recentemente, o tratamento de pacientes com artrite reumatdide com anticorpos anti-
fator estimulador de coldnias de macréfagos (M-CSF) mostrou que hd uma queda nos
mondcitos intermediérios e ndo classicos e que, apos a retirada da terapia, 0s primeiros
mondcitos CD16" que se recuperaram foram os intermediérios, seguidos pelos nio
classicos. Esta foi a primeira evidéncia de que o M-CSF, em condices fisiologicas, €
importante para a diferenciacdo dos monadcitos intermediarios e ndo classicos (Korkosz
et al. 2012).

As analises gendmicas confirmaram a existéncia das trés subpopulacdes dos
monacitos no sangue humano (Cros et al. 2010, Wong et al. 2011, Zawada et al. 2011) e
tem auxiliado na demonstracdo de evidéncias de que as subpopulagdes sdo estagios
diferenciais de desenvolvimento dos monocitos. Estes trabalhos mostram claras
diferencas entre as subpopulagdes, porém, enquanto Cros et al (2010) mostraram que as
subpopulacdes de mondcitos cléssicos e intermediarios estdo mais proximas, Wong et

al. (2011) e Zawada et al. (2011) demonstraram uma maior proximidade entre 0s
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monacitos intermediarios e ndo classicos. Estes dois Gltimos trabalhos mostram que 0s
genes mais expressos pelos mondcitos intermediarios estdo em niveis intermediarios

entre os monacitos classicos e ndo classicos.

As subpopulacdes de monadcitos expressam alguns genes que lhes conferem
diferencas fenotipicas e funcionais. Algumas caracteristicas sdo especificas a cada
subpopulacdo, outras sdo compartilhadas em menor ou maior grau. H& diferencas
quanto a expressao de receptores para antigenos, quimiocinas e citocinas, de moléculas
de adesdo e de receptores acoplados a proteina G. Os mondcitos classicos expressam
especialmente CCR2, um receptor para as quimiocinas CCL2, CCL7, CCL8 e CCL13
(antigas MCP-1,2,3,4, monocyte chemokine protein), enquanto os ndo classicos
expressam mais CX3CR1, um receptor para a quimiocina CX3CL1 (fractalkine). Os
monacitos classicos apresentam alta expressdo de genes associados ao reparo tecidual
(angiogénese, cicatrizacdo e coagulacdo) e a propriedades anti-apoptoticas. Ja os
mondcitos intermediérios expressam mais moléculas associadas a apresentacdo de
antigenos aos linfécitos T, tais como moléculas MHC II, CD74 e CD40, portanto,
podendo ter uma funcdo de célula apresentadora de antigenos mais proeminente que as
outras subpopulacdes de mondcitos. Os mondcitos ndo classicos expressam genes
envolvidos no rearranjo do citoesqueleto, que lhes conferem mais motilidade e a
caracteristica de serem células em intimo contato com o endoteélio, fazendo um exame
continuo do mesmo, bem como confere capacidade de fagocitose (também associada a
maior expressdo de CD16 e receptores para 0 complemento). Estes mondcitos
expressam mais genes associados a propriedades anti-proliferativas, pro-apoptdticas
(Cros et AL. 2010, Wong et al. 2011, Zawada et al. 2011, Abeles et al. 2012).

Os mondcitos permanecem poucos dias no sangue, migrando para os tecidos,
onde se diferenciam em macréfagos ou células dendriticas. Os mondcitos ndo classicos
tém elevado potencial para converterem-se em células dendriticas migratorias, com alta
expressdo de CD86 e MHCII e capacidade de induzir reacdo linfocitaria mista,
caracteristicas induzidas pelo TGFB (Randolph et al. 2002). Mondcitos nao classicos
ativados por IL-10/M-CSF/IL-4 também possuem maior capacidade de indugdo de
reacao linfocitaria mista que os mondcitos classicos (Li et al. 2004). Porém, como a IL-
10 diminui a expressdo de marcadores de células dendriticas e aumenta a expresséo de
CD16, tem sido sugerido que o TGFp induziria geragdo de células dendriticas nos

tecidos, a partir dos mondcitos ndo classicos, enquanto a IL-10 induziria geracdo de
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macrofagos CD16" nos tecidos (Randolph et al. 2002). A expressdo dos marcadores
CD14 e CD16 é variada nos macrofagos teciduais, por exemplo, enguanto 0s
macréfagos peritoneais sdo CD14™CD16", os macréfagos alveolares sdo CD14°CD16"
(Ziegler-Heitbrock 1996). Se durante um processo inflamatorio, os macréfagos
CD14"°CD16" sdo expandidos localmente ou oriundos dos mondcitos classicos por
meio de ativacdo local, ainda necessita mais estudos. Porém, foi demonstrado que os
monocitos ndo classicos, que vivem em intimo contato com o endotélio, podem chegar
rapidamente aos tecidos, participando tanto da reposicdo fisiologica de macréfagos
teciduais quanto do aumento de macréfagos nos processos inflamatérios (Cros et al.
2010).

N&o h& um consenso em relacédo as citocinas produzidas preferencialmente pelas
subpopulacBes de mondcitos. A producdo de citocinas depende da via de ativacdo das
células. As diferentes subpopulacdes de mondcitos fazem parte do sistema imune
natural ou inato, no qual os TLRs sdo essenciais para o reconhecimento de patdgenos,
sendo que o TLR2 e o TLR4 sdo acionados por lipoproteinas de bactérias Gram
positivas e LPS de bactérias Gram negativas, respectivamente. J& os TLR3, TLR7,
TLR8 e TLR9 sdo responsaveis pelo reconhecimento de acidos nucleicos, como RNA
de fita simples ou dupla e CpG DNA n&o metilado. Tais receptores consistem em um
grupo de proteinas transmembranicas presentes nas células da imunidade natural,
incluindo mondcitos, macrdfagos, células dendriticas e polimorfonucleares. Os TLRs
medeiam a sinalizagdo para a producdo de citocinas inflamatorias e antiinflamatérias
(Brightbill et al. 1999, Albiger et al. 2007, Cros et al. 2010). As diferentes
subpopulacBes de mondcitos podem responder diferencialmente a produtos bacterianos
(monécitos CD14"CD16™ ou CD14"CD16™) e virais (monécitos CD14°CD16""), via
diferentes TLRs, para a producdo de citocinas pro e antinflamatérias (Cros et al. 2010).
Os estudos com separacdo das subpopulacGes para avaliacdo das citocinas mostram
resultados divergentes. Enquanto Cros et al. (2010) mostraram que 0s mondcitos ndo
classicos ndo apresentam boa resposta a LPS, sendo pouco produtores de TNF, IL-1p e
IL-10, Wong et al. (2011) mostraram que estas células sdo as principais produtoras de
TNF e IL-1p apods ativagdo com LPS. Estes ultimos resultados estdo de acordo com
estudos prévios de expressdo de TNF intracelular em mondcitos néo classicos ativados
com LPS (Belge et al. 2002). O trabalho de Wong et al. (2011) ndo confirmou o0s

resultados de Skrzeczynska-Moncznik et al. (2008) que apontaram 0s mondcitos
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intermediérios como os principais produtores de IL-10. Em contraste, Wong et al.
(2011) mostraram que 0s mondcitos classicos sdo os principais produtores de IL-10,
apos ativacdo com LPS. Também foi demonstrado que o fator estimulador de col6nias
de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) converte mondcitos CD14™ em CD14"
produtores de IL-10 e indutores de tolerdncia em linfocitos T CD4" (Ganguly et al.
2007). Parece que vérias subpopulagdes de mondcitos podem apresentar distintos perfis
de producéo de citocinas apos ativacdo via TLR2 ou TLR4 (Smedan et al. 2011).

Os mondcitos ndo classicos estdo aumentados no sangue periférico de pacientes
com doencas inflamatdrias tais como a artrite reumatoide, aterosclerose e doenga de
Kawasaki (Ziegler-Heitbrock 2007). Na artrite reumatdide, mondcitos ndo cléssicos
estdo aumentados no sangue e no fluido sinovial dos pacientes, correlacionando com a
atividade da doenca (Baeten et al. 2000, Kawanaka et al. 2002). Estes mondcitos
expressam mais TLR2 do que os mondcitos classicos, tanto em individuos sadios (Belge
et al. 2002), quanto em pacientes com artrite (Ilwahashi et al., 2004). Nos pacientes,
tanto os mondcitos CD16" quanto os macréfagos sinoviais CD16" expressam altos
niveis de TLR2 e em resposta a um agonista deste receptor produzem citocinas e
quimiocinas proinflamatorias (lwahashi et al. 2004). De fato, a estimulagdo com
agonista de TLR2 também induz elevada producdo de TNF em hemoculturas, sendo
este TNF oriundo principalmente da subpopulacdo de mondcitos nao classicos (Belge et
al. 2002).

Além de estarem aumentados em condi¢des inflamatérias, 0s mondcitos ndo
classicos também aumentam durante o curso de algumas infeccBes, tanto infecgOes
localizadas quanto na sepse (Ziegler-Heitbrock 2007). Na tuberculose e infeccdo pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV, Human Immunodeficiency Virus) ha uma
expansdo dos mondcitos ndo classicos, que no caso da infec¢do por HIV esta associada
a deméncia (Thieblemont et al. 1995, Ziegler-Heitbrock 2007). Foi demonstrado
também que a subpopulacido CD14"CD16" (mondcitos intermediérios) é a principal
subpopulacdo de mondcitos associada ao aumento da gravidade da infeccdo por HIV
(Han et al. 2009). Ainda em pacientes com tuberculose, recentemente foi demonstrado
um aumento também na subpopulacdo dos mondcitos intermediarios, além dos néo
classicos (Castaro et al. 2011). Em pacientes com sepse, 0s mondcitos ndo classicos sdo
encontrados em numeros elevados e parecem ser 0s maiores produtores de citocinas

pro-inflamatorias, tais como o TNF e a IL-6 (Fingerle et al. 1993, Skinner et al. 2005).
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Produtos microbianos, bem como o TNF, podem contribuir para aumentar o nimero de
mondcitos ndo classicos durante a sepse (Skinner et al. 2005). Também na forma leve
de dengue foi demonstrado um aumento dos monacitos intermediarios (Azeredo et al.
2010). Em todos os trabalhos, a expansao durante as infeccGes, bacterianas ou virais, é
dos mondcitos intermediarios ou ndo classicos, ou seja, 0s que expressam CD16 (Wong
etal. 2012).

Na LTA, na forma LCL, foi demonstrado que 0s pacientes apresentam um
elevado nimero de mondcitos CD14"CD16" (todos os mondcitos CD16%) e uma maior
intensidade de expressdo do CD16 nestes mondcitos, quando comparados com controles
sadios (Soares et al. 2006). Neste estudo, foi demonstrada uma correlagdo entre o
nimero dos mondcitos CD16" e o tamanho da lesdo ao diagndstico, bem como com os
niveis plasmaticos de TGFB. Em dois pacientes que ndo curaram as lesdes, em trés anos
de tratamento, o nimero de mondcitos CD16" foi muito elevado, sugerindo presenca de
mondcitos CD16" na doenca grave.

Em todas as doencas citadas acima, a expansao das subpopula¢fes de mondcitos
CD14" expressando CD16 parece estar associada ao processo inflamatorio e & gravidade
da doenca. Mais estudos sdo necessarios para avaliar a participacdo das diferentes
subpopulacdes de mondcitos na LTA.

15



JUSTIFICATIVA

Apesar dos varios estudos sobre a imunologia da LTA, 0s mecanismos que
levam ao controle ou a persisténcia dos parasitos ainda sd@o obscuros, especialmente
com relacdo a infec¢do causada por L. (V.) braziliensis, que pode culminar na cura
clinica das lesdes ou no desenvolvimento de lesBes inflamatorias cronicas destrutivas.
Ainda, também sdo pouco conhecidos os mecanismos de controle da infeccdo causada
por L. (L.) amazonensis, especialmente na forma LCD, onde ndo ha uma eficiente

resposta imune celular adquirida.

Em vérias doencas inflamatdrias, infeccbes bacterianas e virais ja foi
evidenciado que a expansdo das subpopulacdes de mondcitos CD14" expressando CD16
parece estar associada ao processo inflamatorio e a gravidade da doenca. Portanto um
desequilibrio entre as subpopula¢fes de mondcitos circulantes poderia estar envolvido
na imunopatogenia da LTA. Além disto, o desequilibrio destas subpopulacdes de
mondcitos poderia ser causa ou mesmo conseqiiéncia do ambiente inflamatoério gerado
durante a infec¢do. E os mondcitos poderiam servir como marcadores de inflamacédo ou

do controle da infeccéo.

Uma avaliacdo de subpopulacGes de mondcitos na LCD ainda ndo havia sido
realizada e a avaliacdo simultanea das trés subpopulaces de mondcitos na LTA é muito
importante, pois, o equilibrio entre elas pode ser crucial para o controle ou a

manutencdo/gravidade da infeccdo causada por Leishmania sp.

E finalmente o conhecimento da resposta imune sera Gtil para o desenvolvimento
de novas préticas terapéuticas, diagnosticas e preventivas com o objetivo de aliviar o

sofrimento dos pacientes.
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OBJETIVOS

Geral: Avaliar a participagdo dos mondcitos na imunidade natural da Leishmaniose

Tegumentar Americana.

Especificos:
Artigo 1:

- Descrever um caso clinico de leishmaniose cutaneo difusa com cura clinica, apés
terapia com vacinas monovalentes (L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis) mais BCG

e quimioterapia.

- Avaliar uma possivel participacdo de mondcitos CD14"CD16" e de células NK na cura

clinica transitéria do paciente.

Artigo 2:

- Avaliar as proporcdes de subpopulagdes de mondcitos, bem como o equilibrio entre as
citocinas pro-inflamatéria TNF e antiinflamatéria IL-10 na LCL e investigar a

associacdo destas citocinas com a gravidade da LCL, para isto:

a) Avaliar as proporcdes das diferentes subpopulagdes de mondcitos CD14"CD16,
CD14"CD16" e CD14"°CD16" no sangue periférico de pacientes com LCL, antes do

tratamento, comparando-as com aquelas de individuos sadios;

b) Avaliar a expresséo das citocinas TNF e IL-10, induzidas ou ndo por LPS/TLR4, nos
mondcitos CD14" do sangue periférico de pacientes com LCL, antes do tratamento,

comparando as respostas com aquelas de individuos sadios;

c¢) Avaliar a producdo de TNF e IL-10 em culturas de sangue periférico de pacientes
com LCL, antes do tratamento, estimuladas com antigenos de L. (V.) braziliensis ou
agonistas de TLR2 e TLR4, comparando as respostas com aquelas de individuos sadios

e investigando a correlagdo entre as concentragdes destas duas citocinas;

d) Awvaliar a correlagdo entre os niveis de citocinas, produzidas apos diferentes

estimulos, e 0 numero de lesdes dos pacientes com LCL.
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RESUMO

A imunidade adquirida tem sido bastante estudada na leishmaniose tegumentar
americana, mas a participacdo da imunidade natural no controle e na imunopatogenia
desta doenca tem sido pouco avaliada. Os mondcitos, importantes células da imunidade
natural, precursores de macrdéfagos, estdo presentes no sangue periférico humano
compondo trés subpopulacdes definidas pelos marcadores CD14 e CD16, com
caracteristicas fenotipicas e funcionais distintas. Sdo as principais células produtoras de
citocinas em hemoculturas, as quais permitem uma répida e eficiente avaliacdo dos
monocitos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a distribuicdo das subpopulac6es
de mondcitos do sangue periférico de pacientes com leishmaniose cutanea localizada
(LCL) e a producao de citocinas pro- (fator de necrose tumoral, TNF) e antiinflamatéria
(interleucina 10, IL-10), apés ativacdo de hemoculturas com agonistas de receptores
similares a Toll (TLR2, TLR4) ou antigeno de Leishmania (Viannia) braziliensis.
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Sangue de pacientes e controles, pareados por género e idade, foi avaliado por
citometria de fluxo para determinar as frequéncias das subpopulacdes de mondcitos
(anticorpos anti-CD14 e anti-CD16); hemoculturas foram ativadas com LPS (agonista
de TLR4), Pam3Cys (agonista de TLR2) ou antigeno de L. (V.) braziliensis (Ag) por 6 h
(TNF) ou 24 h (IL-10), sendo os sobrenadantes avaliados para as concentracfes das
citocinas, usando ELISA. Foi detectado um significante aumento dos mondcitos CD16",
tanto CD14°CD16" (mondcitos ndo classicos), quanto CD14™CD16* (monécitos
intermediarios) no sangue dos pacientes. ApoOs ativacdo com LPS, ocorreu uma
diminuicdo das porcentagens destas subpopulacgdes, tanto nas hemoculturas de pacientes
quanto nas dos controles, sem diferengas significantes entre estes dois grupos. A
ativacdo com LPS induziu a expressido de TNF e IL-10 nos mondcitos CD14", ndo
sendo atestadas diferencas significantes entre pacientes e controles. No entanto, a
secrecdo de TNF, mas néo de IL-10, nas hemoculturas dos pacientes foi mais elevada do
que nas hemoculturas dos controles, especialmente ap6s ativacdo com LPS ou Ag. As
concentracdes de TNF e IL-10 foram positivamente correlacionadas nas hemoculturas
dos controles ativadas com LPS, Pam3Cys ou Ag. Nas hemoculturas dos pacientes, no
entanto, a ativagdo com LPS ou Ag ndo levou a uma produgédo de TNF e IL-10
positivamente correlacionadas. A elevada producdo de TNF foi associada a um maior
namero de lesGes dos pacientes. Os resultados sugerem que alteracGes sistémicas nas
subpopulacBes de mondcitos e um desequilibrio na producdo de citocinas pro- e

antiinflamatdria estdo associados a uma maior gravidade da LCL.

INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca infecto-
parasitaria, causada por protozoadrios do género Leishmania, sendo Leishmania
(Viannia) braziliensis a espécie mais prevalente no Brasil. As caracteristicas do parasito
e da resposta imune do hospedeiro definem as varias manisfestacbes clinicas da
infeccdo, que variam desde infeccBGes assintomaticas, lesdes cuténeas localizadas ou
disseminadas até o acometimento de mucosa nasal ou orofaringea (Convit et al. 1993,
Gontijo & Carvalho 2003).

Na Leishmaniose cuténea localizada (LCL) os pacientes apresentam resposta

imune celular a Leishmania, bem como resposta imune humoral (Convit et al. 1993). A
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predominancia de citocinas Thl (linfécitos T auxiliares 1, citocina: interferon gama ou
IFNYy) sobre Th2 (linfocitos T auxiliares 2, citocina: interleucina 4 ou IL-4) parece ser o
perfil mais comumente encontrado nas lesdes (Caceres-Dittmar et al. 1993, Pirmez et al.
1993, Silveira et al. 2004). Citocinas do tipo Thl sdo necessarias para a ativacdo dos
macrofagos e eliminacdo dos parasitos, enquanto citocinas Th2 sdo inibidoras dos
macrofagos, contribuindo para a multiplicacdo dos parasitos (Reithinger et al. 2007). O
aumento da producdo de IFNy e a diminuicdo do fator de necrose tumoral (TNF) e das
citocinas reguladoras interleucina 10 (IL-10) e IL-4 parecem ser necessarios para a
obtencédo da cura clinica da LCL (Ribeiro-de-Jesus et al. 1998, Castellano et al. 2010).
Recentemente, foi relatada uma associacdo entre os niveis de TNF, em culturas de
células mononucleares incubadas com antigeno de Leishmania, e a gravidade da LTA
na sua forma LCL (Oliveira et al. 2011).

A maioria dos dados sobre a imunidade e a imunopatogénese da LTA vém de
estudos da resposta imune adquirida, havendo muito ainda a ser esclarecido sobre a
imunidade natural, especialmente sobre os mondcitos, os precursores dos macrofagos,
que séo as células hospedeiras do parasito Leishmania. Os mondcitos sdo produzidos na
medula Gssea, circulam no sangue e migram para os tecidos, onde se convertem em
macrofagos ou células dendriticas, podendo influenciar diretamente a resposta imune ou
a patogénese das doencas (Auffray et al. 2008, Serbina et al. 2008). Recentemente, foi
estabelecido que, em condic@es fisioldgicas, podem ser detectadas trés subpopulacdes
de monécitos no sangue periférico humano: os classicos (CD14"CD16", cerca de 90%
dos mondcitos), os intermediarios (CD14"CD16") e os ndo classicos (CD14°CD16%)
(Van de Veerdonk & Netea 2010, Ziegler-Heitbrock et al. 2010). Estas subpopulactes
representam diferentes estagios de maturacdo dos mondcitos, sendo os classicos 0s mais
imaturos e os ndo classicos, os mais maduros (Wong et al. 2011, Zawada et al. 2011).
As diferentes supopulacdes de mondcitos diferem quanto a expressédo de receptores para
citocinas, quimiocinas e antigenos, quanto a moléculas de adeséo e receptores acoplados
a proteina G. Estas células podem responder diferencialmente a produtos bacterianos e
virais, via diferentes receptores similares a Toll (TLRs), para a producdo de citocinas
pro- e antiinflamatorias (Cros et al. 2010, Wong et al. 2011, Zawada et al. 2011).
Embora ndo haja um consenso em relacdo a producdo de citocinas pelas diferentes
subpopulacdes de mondcitos (Belge et al. 2002, Skrzecynska-Moncznik et al. 2010,
Cros et al. 2010, Smedman et al. 2011, Wong et al. 2011) parece que 0S monocitos ndo
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classicos sdo 0s maiores produtores de TNF, enquanto os classicos seriam o0s que
produzem maiores quantidades de I1L-10, apds estimulacdo com LPS (Belge et al. 2002,
Wong et al. 2011). Um desequilibrio nas proporc¢des destas diferentes subpopulagdes de

monacitos pode ser a causa da eliminagdo ou da progressao de doencas.

Em algumas infeccbes foi demonstrada a alteracdo das subpopulagbes dos
monacitos, associando as alteracfes das frequéncias das diferentes subpopulagdes com
formas mais brandas ou mais graves das doencas. A subpopulacdo de mondcitos
intermediarios CD14"CD16" é associada ao aumento da gravidade da infeccdo pelo
virus da imunodeficiéncia humana (Han et al. 2009) e na forma cléssica de dengue esta
subpopulacdo de mondcitos estd aumentada (Azeredo et al. 2010). Em pacientes
infectados com Mycobacterium tuberculosis ha aumento dos mondcitos intermediarios e
ndo classicos (Castafio et al. 2011). Diferencas nas proporcbes e fungdes das
subpopulacgdes de mondcitos intermediarios e ndo classicos também tem sido descritas
nas diferentes formas clinicas da maléaria (Ogonda et al. 2010). Na LCL, foi
demonstrado que os pacientes apresentam um elevado nimero de monécitos CD16" e
uma maior intensidade de expressdao do CD16 nestes mondcitos, quando comparados
com controles sadios, sugerindo uma associacéo entre aumento de monécitos CD16" e a
gravidade da doenca (Soares et al. 2006). No entanto, em um caso de leishmaniose
cutanea difusa (causada por L. (L.) amazonensis), o tratamento do paciente com BCG
(Bacilo Calmette Guérin) e Leishvacin® aumentou a frequéncia de mondcitos nao
classicos CD14"°CD16", associada com a melhora clinica (Pereira et al. 2009). Uma
investigacdo sobre a distribuicdo das diferentes subpopulaces de mondcitos na LCL
pode auxiliar na elucidacdo da participacdo dos mondcitos na imunopatogenia ou no

controle da infeccdo por Leishmania.

O objetivo do presente estudo foi avaliar as proporcdes de subpopulacdes de
monaocitos, bem como o equilibrio entre as citocinas pro-inflamatéria TNF e
antiinflamatdria 1L-10 na LCL. Os monaocitos sdo muitos sensiveis a estimulos, podendo
apresentar alteracGes funcionais quando técnicas de purificacdo sdo utilizadas, portanto,
neste estudo, o ensaio de hemocultura foi escolhido por permitir a avaliagdo dos
monocitos do sangue sob minimas condicdes de alteracdo de suas func¢bes (Damsgaard
et al. 2009). Para 0 nosso conhecimento, este & o primeiro estudo de analise de citocinas

em hemoculturas de pacientes com LTA.
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PACIENTES E METODOS

Pacientes e controles: Todos os procedimentos do presente trabalho foram
aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Goiés (protocolo 164/08),
sendo que pacientes e doadores sadios leram e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido antes de participarem da pesquisa. Foram incluidos 32 pacientes
diagnosticados com LCL, bem como 32 controles sadios, pareados por género e idade
(26 homens e seis mulheres, com idade entre 18 e 65 anos). Devido a algumas perdas de
resultados por falhas técnicas, o nimero de amostras (n) varia nos resultados dos
diferentes experimentos. O diagnostico foi baseado nos dados epidemioldgicos e exame
clinico, associados com a positividade de um dos exames laboratoriais:
intradermorreacdo de Montenegro (IRM), analise histopatologica, com deteccdo de
formas amastigotas confirmadas por imunoistoquimica, e reacdo de imunofluorescéncia
indireta. Para a caracterizacdo molecular do subgénero de Leishmania nos fragmentos
de bidpsias das lesdes, foi utilizada a reacdo da polimerase em cadeia (PCR_RFLP), de
acordo com Passos et al. (1996) e Volpini et al. (2004). Foram excluidos pacientes com
idade inferior a 18 anos ou superior a 65 anos, ou aqueles com histéria de uso da
medicacdo especifica nos ultimos trés meses. Os pacientes foram atendidos no
ambulatério de Endemias do HDT/Hospital Anuar Auad, Centro de referéncia de
leishmanioses no Estado de Goids, para diagnéstico clinico, obtencdo da bidpsia e
sangue, tratamento e acompanhamento. Os controles sadios foram recrutados no Banco
de Sangue do Instituto Goiano de Oncologia e Hematologia (INGOH). Apés o
diagndstico, os pacientes foram tratados, sendo o farmaco de primeira escolha, o
antimonial pentavalente (antimoniato de N-metil glucamina, Glucantime, Aventis, SP,
Brazil; 20 mg/kg/dia/30 dias) e de segunda escolha, a anfotericina B (Anforicin B,
Cristalia, SP, Brazil; dose total de 1.500 a 2.000 mg) e seguidos por até 12 meses.

Amostras de sangue periférico: Para obtencdo de soro foram colhidos 4 mL de
sangue periférico e para realizar a hemocultura foram também colhidos 4 mL do sangue
periférico dos pacientes e dos individuos sadios, em tubos vacutainer (BD
Vacutainer™, Juiz de Fora, MG, Brasil) sem ou com solucdo de heparina como
anticoagulante. O sangue dos pacientes foi colhido apds a confirmacdo do diagndstico.
Os leucdcitos totais e monocitos foram quantificados usando solucdo de lise de
hemécias (liquido de Turk) e contagem em hematocitdmetro, sendo os resultados

expressos em células/mm?®.
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Obtencdo dos antigenos de L. (V.) braziliensis: Apés cultivo do isolado de L.
(V.) braziliensis IMG3 (Leishbank, Banco de leishmanias da regido Centro-Oeste,
IPTSP/UFG), por seis dias em meio Grace completo (Grace’s Insect Medium, Sigma
Chemical Co, St Louis, MD, EUA), suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino
(SBF, Cripion, Andradina,SP,Brasil), 2 mM de L-Glutamina (Sigma), 11 mM de
bicarbonato de Sodio (Merck), 100U/mL de penicilina (Sigma) e 100 pg/mL de
estreptomicina (Sigma), os parasitos foram lavados em solucdo salina trés vezes,
centrifugando a 100g por 15 min, a 10°C. O sedimento foi ressuspendido em salina
(NaCl 0,85%), adicionado de inibidores de proteases (Coquetel de inibidores, Sigma) e
entdo os parasitos foram lisados por dez ciclos de congelamento (nitrogénio liquido) e
descongelamento (banho-maria a 37°C). A quantidade de proteinas foi dosada usando o
BCA™ protein assay kit (Pierce, Rockford, IL, EUA), de acordo com as instrugées do

fabricante.

Hemoculturas: O sangue de pacientes e controles foi diluido (v/v) em meio
RPMI 1640 (Sigma), suplementado com 2 mM de L-Glutamina (Sigma), 11 mM de
bicarbonato de Sodio (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, BR), 100 U/mL de penicilina (Sigma)
e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma), para um volume final de 700 uL, em tubos de
fundo conico de 2 mL (Axygen, Union City, CA, EUA). Os tubos foram incubados,
fechados, por 6 h ou 24 h (37°C, sob agitacdo) na auséncia (Meio) ou presenca de
antigeno de leishmania (IMG3 — 50 pug/mL), agonista de TLR4 (LPS, E. coli 0111:B4,
Sigma — 100 ng/mL) ou de TLR2 (PamsCys SKKKK, EMC, Tibingen, Alemanha —
100 ng/mL). Stop Golgi (BD Pharmingen, San Jose, CA, EUA) adicionados no inicio

de culturas de 6 h, para analise das citocinas intracelulares.

Analises dos mondcitos por citometria: O sangue do paciente e seu respectivo
controle, antes e ap0s incubacdo na auséncia ou presenca de LPS, foi incubado na
auséncia ou presenca de anticorpos monoclonais anti-CD14 (APC, clone M5E2,
BioLegend, San Diego, CA, EUA) e anti-CD16 (PE/Cy5, clone 3G8, BioLegend) e seus
respectivos isétipos controles, por 15 minutos. Os anticorpos anti-CD16 sdo do clone
3G8, para facilitar a exclusdo de neutrdfilos CD16" (Heimbeck et al., 2010). Em
seguida, os eritrocitos foram lisados com 2 mL de solugdo de lise (BioLegend) por 15
minutos. As células foram lavadas com PBS (500 g, 5 min, 4°C), fixadas com solucao
de paraformaldeido 4% e posteriormente, permeabilizadas com solucdo de saponina a

0,3%. A marcacdo intracelular foi realizada utilizando anti-TNF (FITC, clone MAb11,
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BioLegend) e anti 1L-10 (PE, clone: JES3-19F1, BD Pharmingen, San Jose, CA, EUA)
por 30 minutos. Apés este periodo as células foram lavadas e ressuspendidas em
solucdo de paraformaldeido 1%. A aquisicdo foi realizada em citdmetro FACS
CALIBUR (BD). Foram adquiridos 50.000 eventos totais e 10.000 eventos da
populacdo CD14". A analise dos dados foi realizada pelo programa FSC versdo 4 (DNS,
Los Angeles, CA, EUA).

Dosagens de TNF e IL-10 por ensaio imunoenzimatico (ELISA):
Microplacas para ELISA foram sensibilizadas com o anticorpo monoclonal de cobertura
anti-TNF  (hibridoma B154.7) ou anti-IL10 (JES-9D7). Os hibridomas foram
gentilmente cedidos pelo Dr. Giorgio Trinchieri (National Cancer Institute, Maryland,
EUA). As placas foram bloqueadas com PBS - 3% de SFB e em seguida, incubadas
com os sobrenadantes das hemoculturas. O segundo anticorpo-biotinilado (anti-TNF,
hibridoma B154.9 ou anti-IL-10, JES-12G8), seguido do conjugado estreptoavidina-
peroxidase (Sigma) foi adiconado, sendo a reagéo revelada com solugéo substrato OPD
(Sigma) e peroxido de hidrogénio, diluidos em tampdo citrato-fosfato. A reacdo foi
finalizada com solucdo de acido sulfurico 2N e a densidade Optica (DO) foi obtida em
um leitor de microplacas (Multskam, Thermo Labsistems), utilizando os filtros de 492
nm e referéncia 620 nm. As concentracbes do TNF e IL-10 foram determinadas de
acordo com as curvas padrdes preparadas com as citocinas recombinantes (R&D
System, Mineapolis, MN, EUA), com o limite de deteccdo de 50 pg/mL e 15 pg/mL,

respectivamente.

Andlises estatisticas: Os dados sdo apresentados como valores individuais,
medianas e interquartis [25 - 75%], utilizando testes ndo paramétricos para analises
(Mann Whitney para amostras ndo pareadas e Wilcoxon para amostras pareadas; teste
de correlacdo de Spearman). As analises foram realizadas utilizando o GraphPad Prism
5.0 Software Inc. (San Diego, CA, EUA). As diferengas foram consideradas
significantes quando p < 0,05.
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RESULTADOS

As porcentagens das subpopulagdes de mondcitos CD16+ estdo elevadas na LCL

Foram analisados 32 pacientes com LCL, pareados por género e idade com
controles sadios. Como mostrado na Tabela 1, uma elevada heterogeneidade nos dados
dos pacientes foi observada. Os pacientes apresentavam de uma a 14 lesdes (mediana:
2), com tempo de evolucdo variando de 0,5 a 24 meses (mediana: 4 meses). Os
pacientes relataram ter contraido a doenca nos estados das regides Norte (n = 9),
Nordeste (n = 3) e Centro-Oeste (n = 20). De 32 amostras obtidas por biopsia, 25 foram
processadas para avaliagcdo do subgénero de Leishmania, sendo 19 caracterizadas como
L. (Viannia) sp. Vinte pacientes foram tratados, dos quais 15 apresentaram cura clinica
apos seguimento por trés ou seis ou doze meses. Dos cinco que ndo mostraram cura
clinica, um interrompeu o tratamento, dois apresentaram melhora clinica acentuada, mas
ndo retornaram para controle e em dois houve necessidade de novo tratamento. Doze
pacientes ndo retornaram para tratamento apds o diagnostico. As medianas dos nimeros
de leucdcitos e mondcitos no sangue periférico de pacientes e controles ndo foram

estatisticamente diferentes (Tabela 1).

Tabela 1. Dados dos pacientes com Leishmaniose Tegumentar Americana e controlesa

Pacientes Controles
Numero 32 32
Género® 26 M; 6 F 26 M; 6 F
|dade® 34 (22 - 47)° 31,5 (23,8 - 42,5)
Numerode lesdes 2(1-4,8) -
Tempodas lesdes® 4(1,6-6,8) -
Leucécitos/mm?® 8.900(6.300-11.000) 8.700(7.100-11.000)
Monécitos/mm?® 453 (356 - 620) 510 (342 - 624)

3pacientes com Leishmaniose cutanea localizada; °M: masculino: F: feminino; Anos;
YMediana e interquartis; ®Meses. "Leucdcitos e mondcitos determinados por contagem

em hematocitdmetro (analises em 23 pacientes e 22 controles).

Para analisar possiveis alteraces das proporcGes das subpopulagdes de
mondacitos no sangue periférico dos pacientes com LCL, inicialmente, os mondcitos do

sangue recém-colhido foram avaliados de acordo com tamanho (FSC-H) e
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granulosidade (SSC-H), como pode ser observado na Figura 1A. Os mondcitos estavam
marcados por anticorpos anti-CD14 e anti-CD16. O anticorpo anti-CD16 utilizado
marca os neutrofilos mais fortemente do que os monacitos, facilitando a eliminacédo de
neutréfilos CD16" da analise dos mondcitos (Fig. 1B). As subpopulacdes de mondcitos
CD14'CD16 e CD14°CD16" (Fig. 1C) foram entéo avaliadas no sangue dos pacientes
com LCL, tendo sido demonstrado que a porcentagem dos mondcitos expressando
CD16 estd significantemente aumentada nestes pacientes quando comparada a de
individuos sadios (7,1% [4,5% - 13,9%] vs 4,6% [2,5% - 8,2%], n = 24, p < 0,05, Fig.
1E).

A populacdo de mondcitos foi posteriormente avaliada para as trés
subpopulacBes de mondcitos presentes no sangue, CD14"CD16", CD14"CD16" e
CD14"°CD16" (os classicos, intermediarios e ndo classicos, respectivamente, Fig. 1D).
Nos pacientes, a porcentagem da subpopulacdo de mondcitos intermediarios
CD14"CD16* mostrou-se significantemente aumentada, quando comparada com aquela
de individuos sadios (3,3% [2,2% - 5,8%] vs 2,2% [1,1% - 3,6%], n = 21, p < 0,05, Fig.
1F). A subpopulagio CD14°CD16" também estava com porcentagem aumentada,
porém nao foi atestada diferenca significante entre pacientes e controles (4,3% [2,2% -
7,4%] vs 2,5% [1,2% - 3,4%], n = 21, p = 0,10, Fig. 1F).
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Figura 1. A porcentagem de mondcitos CD14"CD16" esta aumentada em pacientes
com Leishmaniose Cutanea Localizada. Sangue periférico recém-colhido de
pacientes (P) e controles sadios (C) foi tratado com anticorpos anti-CD14 e anti-
CD16 e as subpopulacdes de mondcitos foram avaliadas por citometria de fluxo.
Em A, B, C e D sdo apresentadas as estratégias de analises dos mondcitos. Em E
(n = 24) e F (n = 21) sdo apresentados os resultados individuais e as medianas
(linhas horizontais). *p < 0,05 (P x C).

Considerando somente os mondcitos adquiridos como CD14" (Fig. 2A), o
aumento significante na subpopulagdo CD16" no grupo de pacientes foi confirmado
(8,6% [6,2 - 15,8%] vs 5,8% [5,0 - 9,3%]; p < 0,05; n = 24; Fig. 2B, 2D), o qual foi um
reflexo do aumento das porcentagens das subpopulac¢des CD14"CD16" (4,4% [2,8 -
6,0%] vs 2,9% [2,0 - 4,8%], p = 0,06; n = 24; Fig. 2C, 2E) e CD14"°CD16" (4,5% [3,2 -
8,4%] vs 3,0% [2,2 - 4,0%], p < 0,05; n = 24; Fig. 2C, 2E).
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Figura 2. Porcentagens de mondcitos intermediarios (CD14™CD16") e ndo cléssicos
(CD14"CD16") aumentam no sangue de pacientes com Leishmaniose Cutanea Localizada.
Sangue periférico de pacientes (P) e controles sadios (C) foi tratado com anticorpos anti-
CD14 e anti-CD16. Os mondcitos CD14" foram adquiridos (10.000 eventos; A) e avaliados
para a expressao de CD16 (B), bem como para as subpopula¢des de mondcitos (C). Em D e
E sd@o apresentados os resultados individuais (n = 24) e as medianas (linhas horizontais).
*p < 0,05 (P x C; CD14"CD16", D; e CD14°CD16", E); p = 0,06 (P x C, CD14"CD16", E).
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Ativacdo das hemoculturas com LPS altera as frequéncias das subpopulagdes de
monacitos e induz producéo de TNF e IL-10 tanto nos pacientes com LCL quanto

nos controles

A hemocultura tem sido usada para avaliar a producdo de citocina por monocitos
(Damsgaard et al. 2009). No presente trabalho, as hemoculturas foram ativadas com
LPS e as citocinas intracelulares foram avaliadas por citometria de fluxo, para verificar
se 0s monacitos estavam produzindo as citocinas. No entanto, a ativacdo de mondcitos
pode modular a expressao das moléculas CD14 e CD16 (Belge et al. 2002, Skinner et al.
2005). Assim, para avaliar se a ativacdo dos mondcitos alteraria as porcentagens das
subpopulacdes de mondcitos nas hemoculturas, o sangue periférico de pacientes e
controles foi cultivado na auséncia ou presenca de LPS durante 6 h e as alteracBes das
subpopulacbes de mondcitos foram avaliadas na populacio CD14". As analises de
citometria das hemoculturas de 20 h ndo foram realizadas, uma vez que as
caracteristicas celulares ndo foram bem preservadas ap6s este longo periodo de
incubacdo, dificultando a identificacdo das células. Portanto, todas as analises de
citometria das hemoculturas somente foram realizadas ap6s 6 h de incubac¢do. Como
pode ser observado na Figura 3, as subpopulacdes de monécitos CD16" diminuem apos
ativagdo com LPS, tanto nos pacientes com LCL quanto nos controles. A diminuigéo na
porcentagem de células totais CD14"CD16" nas culturas dos pacientes e controles
(Meio vs LPS: 13,6% [5,9 - 19,5%] vs 6,2% [2,2 - 13,0%], pacientes, Fig. 3A; 9,5% [5,8
- 19,0%] vs 4,8% [3,4 - 12,0%], controles, Fig. 3B; p < 0,05) foi um reflexo da
diminuicdo das porcentagens das subpopulacdes CD14"CD16" (p < 0,05; Fig. 3E e 3F)
e CD14°CD16" (p < 0,05, Fig. 3G e 3H). Concomitante & diminuicdo das
subpopulacdes de mondcitos CD16* houve um aumento da porcentagem de células com
baixa expressdo de CD14 e sem expressao de CD16, tanto nas culturas dos pacientes
quanto nas dos controles (Meio vs LPS: 12,0% [7,6 - 24,9%] vs 26,4% 17,6 - 38,8%],
pacientes; 11,0% 6,4 - 15,8%] vs 20,6% [10,8 - 33,8%], controles; p < 0,05; Fig. 3l e
3J). Néo foram atestadas diferencas entre as porcentagens das diferentes subpopulagdes

de pacientes e controles, nas hemoculturas estimuladas ou ndo com LPS.
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Figura 3. AlteracGes nas porcentagens das subpopula¢des de mondcitos apds ativacdo com
LPS. Sangue periférico de pacientes com leishmaniose cutanea e de controles foi cultivado
na auséncia (Meio) ou na presenca de LPS, por 6 h, a 37°C. Apos, o sangue foi tratado com
anticorpos anti-CD14 e anti-CD16, para analise por citometria de fluxo. Sdo apresentados
os valores individuais (n = 22 - 27) e as medianas (linhas horizontais). *p < 0,05. A e B: %
mondcitos CD14'CD16"; C e D: % mondcitos CD14"CD16; E e F: % mondcitos
CD14"CD16"; G e H: % mondécitos CD14°CD16"; 1 e J: % mondcitos CD14°CD16". Preto:
Pacientes (A, C, E, G, I); Vermelho: Controles (B, D, F, H, J).
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Como a ativagdo das hemoculturas alterou as porcentagens das subpopulagdes
de mondcitos avaliadas pelos marcadores CD14 e CD16, experimentos para checar
quais subpopulagdes de monadcitos estavam produzindo as citocinas TNF e IL-10, ap6s
ativacdo ndo foram possiveis de serem realizados. Assim, para avaliar a producao de
citocinas, hemoculturas de pacientes e controles foram incubadas com LPS por 6 h e as
citocinas TNF e IL-10 intracelulares foram avaliadas por citometria de fluxo somente
nos mondcitos CD14". A Figura 4 representa a estratégia de analise das citocinas na
janela de mondcitos CD14" (Fig. 4A) que haviam sido cultivados na auséncia de
estimulo (Meio, Fig. 4B, a esquerda) ou presenca de LPS (LPS, Fig. 4B, a direita), para
avaliacdo de TNF (eixo Y acima, Fig. 4B) e IL-10 (eixo Y abaixo, Fig. 4B).

Meio LPS

o ° :
=) : : .,41‘ o sy
CD14 CD14

Figura 4. Andlise da expressdo intracelular de TNF e IL-10 em mondcitos CD14" de
hemoculturas estimuladas com LPS. Apo6s cultivo por 6 h, na auséncia (Meio) ou presenca
de LPS, células de pacientes e controles foram marcadas com anticorpos anti-CD14, anti-
TNF e anti-1L-10, para analises por citometria de fluxo. Em A, selecdo da janela dos
mondcitos CD14". Em B, hemoculturas sem estimulo (Meio, a esquerda) ou com LPS
(LPS, a direita); eixo Y acima mondcitos expressando TNF; eixo Y abaixo: mondcitos

expressando IL-10; eixo X: mondcitos expressando CD14.

Como pode ser observado na Figura 5, a ativagdo das hemoculturas, por 6 h com
LPS, induziu significante expressdo de TNF em mondcitos CD14" de pacientes com
LCL ou controles (Meio vs LPS: 2,0% [0,8 -3,8%] vs 18,2% [7,2 - 32,6%], pacientes,
Fig. 5A; 1,4% [0,7 - 2,1%] vs 10,9% [3,6 - 28,7%], controles, Fig. 5B; p < 0,05).

Embora poucas células apresentassem IL-10, a expressdo de IL-10 também foi
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aumentada significantemente pelo LPS em pacientes e controles (Meio vs LPS: 2,1%
[0,7 - 3,4%] vs 2,9% [0,8 - 8,1%], pacientes, Fig. 5C; 1,0% [0,5 - 2,5%] vs 2,3% [0,8 -
6,5%], controles, Fig. 5D; p < 0,05). Comparando as porcentagens das populacGes de
mondcitos CD14"TNF" e CD14"1L-10" ndo foram atestadas diferencas estatisticamente
significativas entre pacientes e controles. A frequéncia de células expressando IL-10 foi
baixa, como esperado, porque as células foram ativadas por apenas 6 h e a IL-10 é uma
citocina produzida tardiamente apos ativacdo. No entanto, pode ser assumido que ha
uma producdo precoce de IL-10 que pode ser detectada ja& com 6 h de estimulacdo. A
andlise das populagBes duplamente positivas, expressando TNF e IL-10 apds ativacao
com LPS, e daquelas que sé expressam TNF ou IL-10 mostrou que a maior
porcentagem é a de células TNF', seguida de células duplo-positivas (TNF'IL-10") e
uma pequena frequéncia de células unicamente IL-10" (Fig. 5E), sem diferencas

significantes entre 0s grupos de pacientes e controles.
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Figura 5. Mondcitos CD14" expressam TNF e IL-10 ap6s ativacdo com LPS: similares
resultados em pacientes com leishmaniose cutanea localizada (P) e individuos controles
(C). Sangue periférico foi cultivado na auséncia (Meio) ou presenca de LPS, por 6 h. As
células foram tratadas com anticorpos anti-CD14, anti-TNF e anti-1L-10 e analisadas para
a expressdo de TNF (A, B) ou IL-10 (C, D), por citometria de fluxo. Em A, B, C, D e E: séo
apresentados os valores individuais (n = 27 - 28) e as medianas (linhas horizontais). Em E,

as analises para a dupla marcacédo para TNF e IL-10 nos mondcitos CD14". *p < 0,05.
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Desequilibrio na producdo de TNF e IL-10 em hemoculturas de pacientes com
LCL apds ativacdo com agonistas de TLR e antigenos de Leishmania (V.)

braziliensis: associacdo com a gravidade da LCL

Além de possiveis alteracGes nas porcentagens das subpopula¢des de mondcitos
do sangue de pacientes com LCL, a secrecdo de citocinas pr6 (TNF) ou
antiinflamatérias (IL-10) poderiam estar desequilibradas. O sangue periférico foi
cultivado na auséncia (Meio) ou presenca de agonistas de TLR4 (LPS) ou TLR2
(Pam3Cys), bem como com antigenos de L. (V.) braziliensis (Ag). Apés 6 h, o TNF foi
mensurado nos sobrenadantes das culturas e a IL-10, ap6s 20 h. Houve liberacdo de
TNF e de IL-10 nas hemoculturas, na auséncia de qualquer estimulo, sendo as
concentracdes de TNF significantemente mais elevadas nas hemoculturas de pacientes
do que dos controles (p < 0,05, Fig. 6A, 6B, 6C). Apds ativacdo com LPS, Pam3Cys ou
Ag, houve significante aumento na produgdo de TNF, tanto nas hemoculturas de
pacientes com LCL quanto no grupo controle (p < 0,05, Fig. 6A, 6B, 6C). As
concentracdes de TNF, apos ativacdo com LPS ou Ag, foram significantemente maiores
nas hemoculturas dos pacientes com LCL do que nas dos controles (Pacientes vs
controles -LPS: 1.794,0 [1.315,0 - 3.326,0] pg/mL vs 1.327,0 [977,7 - 2.252,0] pg/mL, p
< 0,05, Fig. 6A; Ag: 1.378,0 [538,5 - 1.905,0] pg/mL vs 661,5 [333,0 - 1.191,0] pg/mL,
p < 0,05, Fig. 6C). Com o Pam3Cys houve uma tendéncia de mais elevada concentracao
de TNF nas hemoculturas dos pacientes do que nas dos controles (Pacientes vs
controles: 925,0 [425,5 - 2.406,0] pg/mL vs 622,0 [376,0 - 837,0] pg/mL, p = 0,06, Fig.
6B).

Nas hemoculturas de pacientes e controles com LCL, os agonistas de TLR4 e
TLR2 induziram significante aumento na producdo de IL-10 (p < 0,05, Fig. 6D, 6E),
mas 0 Ag somente aumentou a producdo de IL-10 nas hemoculturas dos controles (p <
0,05, Fig. 6F). Nao foram atestadas diferencas significantes entre as concentracGes de
IL-10 quando comparados os grupos de pacientes com LCL e de controles (Fig. 6D, 6E,
6F).
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Figura 6. Elevada produgdo de TNF em hemoculturas de pacientes com leishmaniose
cuténea localizada, antes e apds ativagdo via TLR4 ou TLR2 ou com antigeno de L. (V.)
braziliensis. Sangue de pacientes e de controles foi cultivado na auséncia (Meio) ou
presenca de agonistas de TLR4 (LPS, A, D) ou TLR2, Pams;Cys (Pam, B, E), ou de
antigeno de L. (V.) braziliensis (Ag, C, F). Ap6s 6 h ou 24 h de incubac&o, respectivamente,
as concentracgdes de TNF e de IL-10 foram mensuradas nos sobrenadantes das culturas,
usando ensaio imunoenzimatico. S&o apresentados os valores individuais (n = 26 - 29) e as
medianas (linhas horizontais). *p < 0,05 (meio vs estimulo). #p < 0,05 (pacientes vs

controles). Preto: Pacientes; Vermelho: Controles.
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A mais elevada producdo de TNF e similar producéo de IL-10 nas hemoculturas
dos pacientes, em relacdo as dos controles, sugeriu um desequilibrio na producéo destas
citocinas. Assim, foi avaliado se as concentracGes de TNF e IL-10 estavam associadas,
apos os diferentes estimulos das hemoculturas, mostrando um equilibrio ou ndo entre
fatores pro- e antiinflamatérios nas hemoculturas. Como pode ser visto na Figura 7, em
hemoculturas de pacientes ativadas com LPS ou Ag ndo foi detectada uma correlacao
entre concentracdes de TNF e IL-10 (Fig. 7A e 7C), mas com o estimulo via TLR2,

houve uma moderada correlagéo positiva (r = 0,48, p < 0,05, Fig. 7B).

Nas hemoculturas dos controles, houve uma correlacdo positiva entre as
concentracdes de TNF e IL-10 apds ativacdo com LPS (r = 0,43, p < 0,05, Fig. 7D),
Pam3Cys (r = 0,38, p = 0,05, Fig. 7E) ou com Ag (r = 0,49, p < 0,05, Fig. 7F).
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Figura 7: Correlagdo entre as concentragdes de TNF e IL-10 secretados nas hemoculturas

de pacientes com leishmaniose cutanea localizada e de individuos sadios. As hemoculturas
foram tratadas com LPS (A, D), Pam;Cys (B, E) ou antigeno (Ag) de L. (V.) braziliensis (C,
F), sendo o TNF (6 h) e a IL-10 (24 h) mensurados nos sobrenadantes, usando ELISA. S&o

apresentados os dados individuais dos pacientes (A, B, C) e dos controles (D, E, F). Preto:

Pacientes; Vermelho: Controles.
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Para avaliar se o desequilibrio entre citocinas pro- e antiinflamatoria,
favorecendo um perfil mais inflamatoério estava associado a gravidade da LCL, foram
realizados testes de correlacdo entre as concentracbes de TNF ou IL-10 nos soros e
hemoculturas dos pacientes e 0 numero de lesGes cutaneas apresentadas pelos pacientes.
Como pode ser observado na Figura 8, quanto maior o nimero de lesdes cutaneas
maiores as concentracdes de TNF no soro (r = 0,41, p < 0,05, Fig. 8A) e nas culturas
ativadas via TLR4 (LPS; r = 0,58; p < 0,05, Fig. 8C), TLR2 (Pam3Cys; r = 0,45; p <
0,05, Fig. 8D) ou com antigeno de L. (V.) braziliensis (Ag; r = 0,46; p < 0,05, Fig. 8E).
Por outro lado, para IL-10 somente foi observada uma tendéncia a correlagéo positiva

quando as hemoculturas foram ativadas com LPS (Fig. 8H, p = 0,10).
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Figura 8. Correlagdo positiva entre o nimero de lesfes e as concentracdes de TNF nos
soros e hemoculturas de pacientes com leishmaniose cutanea localizada. As concentracfes
de TNF (A, B, C, D, E) e de IL-10 (F, G, H, I, J) foram dosadas nos soros (A, F) e nos
sobrenadantes das hemoculturas na auséncia de estimulo (Meio, B, G) ou presenca de LPS
(C, H), PamzCys (D, 1) ou antigeno (E, J), usando ELISA. Os resultados (pg/mL) foram
correlacionados com o nimero de lesdes detectadas nos pacientes ao diagnostico.

40



DISCUSSAO

No presente trabalho, foi demonstrado que as subpopulacBes de mondcitos
CD16" estdo aumentadas no sangue periférico de pacientes com LCL. Tanto a
subpopulacdo de monécitos intermediarios (CD14"CD16") quanto a de mondcitos ndo
classicos (CD14°CD16%) apresentam-se elevadas. Os dados obtidos estdo de acordo
com aqueles previamente publicados por Soares et al. (2006), embora estes autores
tenham avaliado somente a populacdo total CD14"CD16", que mostrou-se elevada nos
pacientes, e ndo as trés subpopulacdes de mondcitos. O presente trabalho é o primeiro a

avaliar as trés subpopulacfes de mondcitos do sangue periférico de pacientes com LCL.

O aumento das subpopula¢es de mondcitos ndo classicos e intermediarios pode
causar um desequilibrio na producdo de citocinas pro- e antiinflamatoérias no sangue dos
pacientes com LCL. Tal desequilibrio pode resultar no aumento da gravidade da
leishmaniose, uma vez que o desenvolvimento das lesdes depende da resposta imune do
hospedeiro, ou ainda, do controle ou ndo da infeccdo. No presente trabalho, em uma
tentativa de avaliar a producdo de citocinas pelos mondcitos em hemoculturas, sangue
periférico de pacientes e controles foi incubado com LPS (agonista de TLR4) para a
analise das células produtoras de TNF e IL-10, usando citometria de fluxo para analise
de citocinas intracelulares. No entanto, foi observado que ap6s incubacdo com LPS, as
porcentagens de células expressando CD14 e CD16 foram alteradas. Houve uma
diminuicdo nas porcentagens de mondcitos ndo classicos e intermediarios, bem como
um aumento da frequéncia de células com baixa expressdao de CD14 e auséncia de
CD16, sugerindo a diminuicdo da expressdo de CD14 e CD16 ap06s cultivo na presenca
de LPS. Estas alterac6es estdo de acordo com aquelas descritas por Belge et al. (2002) e
Skinner et al. (2005) que também avaliaram subpopulacbes de mondcitos em
hemoculturas ativadas com LPS. As alteracGes ndo permitiram a identificacdo das
subpopulacBes de mondcitos quanto a producdo de citocinas ao final do periodo de
incubacgdo das hemoculturas. Portanto, uma analise dos mondcitos CD14" totais foi
realizada, a qual mostrou que o LPS induziu a expresséo de TNF e IL-10 nos
mondcitos, porém sem diferengas estatisticamente significativas entre pacientes e
controles. Apds 6 h de incubagdo com LPS, a maioria das células expressava somente
TNF, seguida por monocitos expressando tanto TNF quanto IL-10 e uma menor
proporcdo de células unicamente 1L-10". Tal perfil se deve ao fato do curto periodo de

incubacéo (6 h), que permite uma melhor deteccdo de TNF e ndo de I1L-10. A producdo
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de IL-10 é mais tardia do que a de TNF, mostrando-se elevada apds 20 h de cultivo,
porém as hemoculturas com 24 h de cultivo apresentaram alteragdes de granulosidade
celular, havendo mistura de polimorfonucleares com mondcitos, dificultando as analises
por citometria. Apesar do pouco tempo de incubacéo foi possivel detectar que boa parte
dos mondcitos ja expressa TNF e IL-10 simultaneamente. A alta porcentagem de
mondcitos TNF" e a baixa porcentagem de células 1L-10", apds ativacdo com LPS por

curto periodo de tempo, tém sido relatadas previamente (Farina et al. 2004).

No presente estudo, ndo foram atestadas diferencas significantes entre os
resultados de expressdo de TNF e I1L-10 nos mondcitos CD14" de pacientes e controles,
mas ndo se pode eliminar a possibilidade de que uma analise de subpopulacbes de
monocitos mostre diferencas entre estes grupos. Belge et al. (2002) mostraram, em
hemoculturas, que os monadcitos ndo classicos sdo os principais produtores de TNF,
apos estimulagdo com LPS. A presenca de células duplo-positivas (TNF* e 1L-10%), no
presente trabalho, demonstra que uma mesma populacdo de mondcitos é capaz de
produzir ambas as citocinas pro- e antiinflamatéria. Este dado estd de acordo com
aqueles recentemente publicados por Smedman et al. (2011), mostrando que em
resposta a agonistas de TLR2 ou TLR4 vérias subpopulacbes de mondcitos com
distintos perfis de citocinas podem ser identificados.

As alteracdes encontradas nas porcentagens de mondcitos CD16" poderiam ser
responsaveis por um desequilibrio entre citocinas pro- e antiinflamatérias no sangue dos
pacientes com LCL. Apesar de ndo terem sido demonstradas diferencas significantes
entre as porcentagens de mondcitos TNF' ou IL-10" de pacientes e controles, a secregéo
destas citocinas ainda poderia estar alterada. Portanto, nos investigamos as
concentracdes de TNF e IL-10 nas hemoculturas ativadas com agonistas de TLR4 e
TLR2 ou antigeno de L. (V.) braziliensis, tanto de individuos sadios quanto de pacientes
com LCL. Em individuos sadios, como esperado, houve resposta a todos os estimulos,
aumentando tanto a producdo de TNF quanto a de IL-10 e houve uma correlagédo
positiva entre as concentrag0es destas citocinas nas hemoculturas, mostrando o
equilibrio entre citocinas pro- e antiinflamatdrias, o que sugere a presenca de
mecanismos intrinsecos reguladores da resposta inflamatdria dos mondcitos. Por outro
lado, hemoculturas de pacientes com LCL produziram mais TNF e similares
concentragfes de IL-10 comparadas as hemoculturas de controles, ndo havendo

correlagéo entre estas citocinas induzidas por LPS ou Ag. Com PamsCys (via TLR2),
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todavia, a correlagdo positiva entre TNF e IL-10 foi mantida nas hemoculturas dos
pacientes. Os dados sugerem que, dependendo da via de ativacdo dos mondcitos, um
desequilibrio entre sinais pro- e antiinflamatdrios pode ser estabelecido na LCL. Em
experimentos com células mononucleares purificadas do sangue periférico de pacientes
com LCL ou leishmaniose mucosa (uma forma clinica de LTA mais grave que atinge as
mucosas nasal e orofaringea), estudos prévios tém demonstrado que na LCL h&a uma
correlagdo positiva entre a frequéncia de mondcitos expressando TNF (TNF”
intracelular) e IL-10 (IL-10" intracelular) e que esta correlacio € perdida na
leishmaniose mucosa, apds ativacdo com antigeno soltvel de leishmania (Antonelli et
al. 2004; Gaze et al. 2006). Embora diferencas técnicas possam explicar os resultados
aparentemente discrepantes (hemoculturas X células mononucleares, citocinas
secretadas x intracelulares, tempo de incubacdo para dosagens das citocinas e antigeno
soltvel x total), a mais provavel explicacdo devem ser as diferencas nas populacfes dos
pacientes com LCL. No presente trabalho, os pacientes com LCL apresentavam
variados tempo de evolucdo das lesbes (de 15 dias a 24 meses) e de numeros de lesdes
(de uma a 14 lesBes). No trabalho de Antonelli et al. (2004), os autores ndo referem se
o0s pacientes tinham lesbes Unicas ou multiplas e o tempo de evolucao das lesdes variou
de 15 dias a apenas trés meses. Ja no trabalho de Gaze et al. (2006), os pacientes tinham
apenas lesdes unicas e o tempo de evolucdo variou de 15 dias a seis meses. O
aumentado namero de lesbes cutaneas € um critério de gravidade da LCL e pode estar
associado a um perfil de maior ativagdo sistémica dos mondcitos, explicando 0s nossos

resultados.

De fato, ao analisarmos a producdo de TNF e o nimero de lesBes nos pacientes
foi identificada uma correlacdo positiva entre estes. Ndo houve correlagdo entre o
namero de lesBes e as concentracdes de 1L-10 no soro ou hemoculturas dos pacientes.
Uma maior gravidade na LCL, caracterizada por aumentado tamanho das lesdes, tem
sido associada & producéo de TNF (Oliveira et al. 2011), em concordancia com os dados
aqui obtidos. Na leishmaniose mucosa, uma exacerbada resposta inflamatéria tem sido
associada a destruicdo tecidual e gravidade da doenca (Bacellar et al. 2002). Os dados
do presente trabalho sugerem que também na LCL, um desequilibrio a favor de citocina

pro-inflamatoria estd associado a uma maior gravidade da doenca.

Este é o primeiro estudo dos mondcitos em hemoculturas de pacientes com LTA.

Como os métodos de purificagdo dos mondcitos podem alterar suas fungdes, as
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hemoculturas s&o Uteis para avaliar as fungdes destas células em condi¢es de minimas
alteracbes das funcdes celulares. Distintos métodos de avaliacdo de mondcitos podem
causar sua ativacdo inespecifica, influenciando os resultados sobre a producdo de
citocinas por estas celulas. Embora ndo haja um consenso quanto a producdo
preferencial de citocinas por determinadas subpopulac@es de mondcitos, parece que 0S
monécitos ndo classicos (CD14°CD16") sdo capazes de produzir principalmente
citocinas pro-inflamatorias, ap0s ativacdo com varios agonistas de TLR, e a producéo
destas citocinas por mondcitos intermediarios (CD14"CD6") parece atingir niveis
intermediérios entre aqueles produzidos por monadcitos classicos e ndo classicos (Belge
et al., 2002; Skrzeczynska-Moncznik et al. 2008; Won et al., 2011; Won et al. 2012). A
producdo de citocina antiinflamatoria, 1L-10, parece ser mais acentuadamente produzida
pela populacdo de mondcitos classicos (CD14"CD167; Cros et al. 2010; Won et al.
2011; Won et al. 2012). No entanto, também foi relatado que os mondcitos
intermediarios sdo os principais produtores de IL-10 (Skrzecynska-Moncznik et al.
2008). Estes resultados sugerem que as subpopulacdes expressando mais CD14 seriam
responsaveis pela producdo de IL-10 e aquelas expressando mais CD16, pela producéo
de TNF. Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que o aumento dos
mondcitos ndo classicos e intermediarios pode estar associado ao aumento de TNF
induzido por agonista de TLR4, bem como por antigeno de leishmania, gerando um

desequilibrio entre as citocinas TNF e 1L-10.

Os resultados obtidos sugerem que 0s mondcitos contribuem para a resposta
sistémica a antigenos de leishmania, podendo causar um desequilibrio entre sinais pro- e
antiinflamatdrios com reflexos na progressdo da LCL. Macréfagos e células dendriticas
sdo importantes células da imunidade natural que podem determinar o controle ou a
exacerbacdo da doenca. Como 0s mondcitos sdo os precursores de macrofagos e células
dendriticas nos tecidos e as subpopulacdes de mondcitos diferem quanto a receptores
para quimiocinas (Wong et al., 2011), uma avaliacdo do perfil destes receptores nos
monocitos de pacientes com LCL, simultaneamente a expressdo de quimiocinas
presentes nas lesdes, pode melhorar a compreensdao do perfil de migracdo das
subpopulagdes de mondcitos para os sitios das lesdes e de sua possivel contribuigédo

para a eliminacdo do parasito ou exacerbacao das lesdes.
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DISCUSSAO FINAL

No primeiro artigo deste trabalho (Pereira et al. 2009) foi relatado um caso
clinico de um paciente com LCD que recebeu quimioterapia durante 14 anos, fazendo
uso de medicamentos de primeira e segunda escolha para tratamento de leishmaniose,
entre eles o antimonial pentavalente, a anfotericina B e a pentamidina. Durante estes
anos de terapia, as recaidas foram frequentes, o que é um aspecto da LCD relatado por
varios autores na literatura (Convit et al. 1972, Bonfim et al. 1996, Calvopina et al.
2006, Zerpa et al. 2007). Nao existe ainda uma terapia totalmente eficaz para LCD. No
presente trabalho, o paciente apresentava, na primeira consulta em 2003, lesdes
disseminadas pelo corpo, sendo estas nodulares, ulceradas, vegetativas e infiltrantes,
caracteristicas de LCD (Convit et al. 1993, Gontijo & Carvalho 2003, Silveira et al.
2004). Os exames histopatoldgicos, realizados ao diagnéstico e em algumas recaidas,
mostraram tipicos granulomas com macrofagos repletos de formas arredondadas
identificadas como formas amastigotas de Leishmania sp pela reacdo de
imunoistoquimica. Os aspectos histopatoldgicos estavam de acordo com aqueles
descritos anteriormente para LCD (Convit et al. 1993, Silveira et al. 2004). Os parasitos
foram isolados das lesbes em 2003 e 2006 (isolados denominados MAB3 e MABS6) e 0
sequenciamento do DNA do parasito revelou a espécie L. (L.) amazonensis. Esta é
considerada a Unica espécie que causa LCD no Brasil (Silveira et al. 2004, MS Brasil
2007).

Ao diagnostico, o paciente apresentou teste intradérmico de Montenegro
negativo, mas foram detectados anticorpos IgG contra os parasitos. A auséncia de
resposta imune celular e presenca de resposta imune humoral é caracteristica da LCD,
acreditando-se que haja uma deficiéncia na resposta de linfocitos T especifica para
antigenos de leishmania nos pacientes (Convit et al. 1972, Convit et al. 1993, Silveira et
al. 2004). Por outro lado, a espécie L. (L.) amazonensis inibe ou altera varias funcdes de
macrofagos e linfocitos T, dificultando uma eficaz resposta imune que leve a eliminagao
do parasito (Balestieri et al. 2002, Ji et al. 2003, Pinheiro et al. 2004). Em uma tentativa
de melhorar a resposta imune celular especifica do paciente aqui relatado e curar as
lesGes, foi realizada uma imunoquimioterapia, usando vacinas monovalentes de L. (V.)
braziliensis e de L. (L.) amazonensis junto com o adjuvante BCG e a quimioterapia,

baseada em trabalhos previamente publicados (Convit et al. 1987, Toledo et al. 2001,
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Convit et al. 2004). Os nossos resultados mostraram gque com a imunoquimioterapia
houve uma diminui¢do do uso de farmacos e um aumento do tempo entre as recaidas,
que foram com lesGes menos graves, bem como cura clinica de todas as lesdes ao final
de 32 meses de tratamento. Houve diminui¢do nos custos e no sofrimento do paciente
durante o tratamento. Apesar de apresentar uma reacgdo positiva ao PPD (proteina
purificada derivada de micobactéria) no teste cutdneo, o paciente ndo respondeu a
antigenos de L. (L.) amazonensis nos testes intradérmicos. Assim como também néo foi
detectada resposta in vitro dos linfocitos a antigenos de L. (L.) amazonensis ou L. (V.)
braziliensis. As respostas destas células a outros estimulos estavam preservadas. Os
dados mostram que apesar da cura clinica das lesdes, ndo houve indugdo de resposta
imune celular especifica aos antigenos de Leishmania. Durante a imunoterapia com
vacinas de leishmania mais BCG tem sido demonstrada melhora ou cura clinica e
encontrada uma resposta imune celular aos antigenos de leishmania, especialmente nos
pacientes com LCL e LCM (Convit et al. 1987, Cabrera et al. 2000, Toledo et al. 2001).
Em pacientes com LCD, Convit et al. (2004) mostraram que trés pacientes tratados com
vacina de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis mais BCG evoluiram para cura
clinica (acompanhamento por 10 meses), com teste de Montenegro positivo, ou seja,
parece ter sido induzida uma reposta imune celular nos pacientes. Os pacientes eram
criancas com LCD ha menos de cinco anos, portanto, considerada inicial. No caso do
paciente do presente trabalho, a doenca tinha uma evolucdo de 15 anos antes de iniciar a
imunoquimioterapia. A LCD geralmente acomete criangas, mas so € diagnosticada anos
mais tarde, podendo ser sugerido que a imaturidade do sistema imune contribua para o
estabelecimento de uma tolerancia aos antigenos de leishmania. Assim, um diagndstico
rapido na infancia com o estabelecimento de imunoquimioterapia seja o ideal para

conseguir induzir uma resposta imune celular eficaz nos pacientes com LCD.

Sabendo que o BCG é um forte adjuvante que ativa varias células da imunidade
natural, entre elas as células NK e os mondcitos/macrofagos (Atkinson et al. 2000, Esin
et al. 2004, Suttmann et al. 2004, Batoni et al. 2005), antes e durante a
imunoquimioterapia do paciente descrito no presente trabalho, foram avaliadas as
alteracdes nas frequéncias de subpopulactes de celulas NK e de mondcitos do sangue
periférico. Com a imunoquimioterapia foi demonstrado um aumento da subpopulacao
de mondcitos CD14°CD16" (atualmente referidos como mondcitos ndo classicos
CD14"°CD16") e das células NK CD16"CD56", especialmente da subpopulacdo NK
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CD16'CD56"™, As células CD56" foram detectadas em elevado nimero nas lesées em
processo de cura, sugerindo que a infiltracdo de células NK nas lesbes auxilia a cura
clinica. A ativacdo de mondcitos e células NK pelo BCG aumenta a producdo de
citocinas que sdo importantes para a ativacdo dos macrofagos, tais como TNF e IFN, e
controle da infecgé@o por Leishmania sp (Liew et al. 1990, Suttmann et al. 2004, Batoni
et al. 2005, Mukbel et al. 2007).

O BCG aumenta a capacidade citotdxica de células NK, aumentando a expressao
de moléculas citotdxicas, tais como a perfurina e as granzimas, especialmente na
subpopulacio NK CD16'CD56%™ (Brandau et al. 2000, Batoni et al. 2005). Uma
interacdo entre células NK e mondcitos em sitios inflamatorios tem sido descrita
(Dalbeth et al. 2004), promovendo uma alca de retroalimentacdo na producdo de
citocinas de ambas as células. A importancia das células NK no controle da
leishmaniose tem sido descrita, tanto produzindo citocinas moduladoras das func¢6es dos
macréfagos e linfocitos T, quanto exercendo citotoxicidade contra os macréfagos
infectados ou diretamente contra os parasitos (Scharton & Scott 1993, Barral-Neto et al.
1995, Maasho et al. 1998, Aranha et al. 2005). Portanto, sugere-se que no presente caso
descrito, a imunoterapia com vacina de leishmania mais BCG, na presenca de
quimioterapia, levou a cura de todas as lesGes do paciente devido & morte dos parasitos
pelos farmacos, a ativacdo dos macrofagos infectados diretamente pelo BCG ou
indiretamente via monaocitos nao classicos e células NK, e a citotoxicidade exercida por
células NK contra macrofagos infectados e parasitos. A imunoestimulacdo auxiliou na
cura mais rapida das lesdes e necessidade de menor quantidade de farmacos,
diminuindo os custos e o sofrimento do paciente. Portanto, sugerimos que em situacdo
de auséncia de resposta imune adquirida, como na LCD, a ativacdo da imunidade
natural pode ser essencial para a cura mais rapida, embora transitoria da leishmaniose,
diminuindo os efeitos colaterais dos farmacos usados no tratamento, bem como os
problemas psicossociais em decorréncia da desfiguracdo causada pelas lesdes, portanto

melhorando a qualidade de vida do paciente.

A avaliagdo de subpopulagBes de mondcitos e de células NK em paciente tratado
com imunoquimioterapia usando vacina de leishmania mais BCG, em paciente com
LCD, foi descrita pela primeira vez neste trabalho. Apenas um trabalho sobre avaliagéo
de mondcitos em pacientes com LTA foi publicado até o0 momento (Soares et al. 2006),

mostrando que em pacientes com LCL ha um aumento dos mondcitos CD16", sem
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avaliar as trés subpopula¢Bes dos mondcitos. Soares et al. (2006) sugeriram que 0S
mondcitos CD16" podem estar envolvidos na gravidade da LCL, pois pacientes com
dificuldade de cura clinica das lesGes apresentavam frequéncias elevadas dos mondcitos
CD16" na primeira consulta. A época, 0s mondcitos CD14°CD16" (também referidos
apenas como CD14°CD16") eram considerados pro-inflamatdrios por serem bons
produtores de TNF e apresentarem baixa producdo de I1L-10, apds ativacdo via alguns
TLRs (Ziegler-Heitbrock 1996, Belge et al. 2002), sendo o TNF associado a gravidade
da LM (Blackwell 1999). No caso do paciente com LCD relatado no presente trabalho,
no entanto, mondcitos ativados, produtores de TNF, podem ser benéficos para a cura da
lesdo, uma vez que a infecgdo por L. (L.) amazonensis nesta forma clinica da doenca
induz anergia (Silveira et al. 2009). Estes dados, somados a falta de uma avaliacdo das
proporcOes das trés diferentes subpopulaces de mondcitos no sangue periférico de
pacientes com diferentes formas clinicas de LTA, nos levaram a realizar o trabalho

apresentado no segundo capitulo desta tese.

No artigo 2, foi demonstrado que as subpopula¢des de mondcitos intermediarios
(CD14"CD16") e dos ndo classicos (CD14°CD16%) estdo aumentadas na LCL. Estes
dados corroboraram aqueles de Soares et al. (2006), indicando um aumento das
subpopulacdes de mondcitos que expressam CD16 em pacientes com LCL e
acrescentam a informacéo de que ambas as subpopulacdes de mondcitos CD16" esto

aumentadas nos pacientes com esta forma clinica da LTA.

Uma alteracdo das proporcdes das subpopulac@es de mondcitos pode gerar um
desequilibrio na producdo de citocinas pro- e antiinflamatérias, uma vez que tem sido
demonstrado que as diferentes subpopulacdes respondem diferentemente aos diversos
agonistas de TLRs (Cros et al. 2010, Won et al. 2011). De fato, no presente estudo, foi
observado que as hemoculturas de pacientes com LCL produziram mais TNF e
similares concentracfes de IL-10 em comparacdo as das hemoculturas de individuos
sadios. A avaliagdo da producéo de citocinas TNF e IL-10 na LTA tem sido realizada
em culturas de células mononucleares isoladas do sangue periférico, especialmente
avaliando a imunidade adquirida (Gomes-Silva et al. 2007, Reis et al. 2009, Castellano
et al. 2009), havendo poucos trabalhos avaliando estas citocinas produzidas pelos
mondacitos, presentes nas células mononucleares isoladas (Antonelli et al. 2004, Gaze et
al. 2006). Sobre a imunidade adquirida, ha relatos de concentragdes similares de TNF

nas culturas de células mononucleares de pacientes com LCL ou LM ativadas com
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antigenos de Leishmania sp (Ribeiro-de-Jesus et al. 1998), bem como aumento de TNF
e diminuida producéo de IL-10 na LM em relacdo a LCL (Bacellar et al. 2002). Neste
ultimo trabalho foi demonstrado que a principal fonte de TNF eram os linfécitos T

CD4" e ndo 0s mondcitos.

Mais importante do que avaliar os valores absolutos das citocinas pro- e
antiinflamatdrias, detectadas nas hemoculturas, é avaliar o equilibrio das citocinas
produzidas apds a ativacdo dos mondcitos. E esperado que apds ativagdo, as células
produzam fatores pro- e antiinflamatorios para um adequado controle do processo
inflamatorio. No presente trabalho, isto foi o que ocorreu nas hemoculturas dos
individuos sadios, tanto com ativacdo via TLR4 ou via TLR2, quanto apds cultivo com
os antigenos de L. (V.) braziliensis, que utiliza diferentes receptores. Nas hemoculturas
dos pacientes com LCL houve uma perda deste equilibrio na producdo das citocinas
TNF e IL-10, ap6s ativagdo via TLR4 e com antigenos de leishmania. Quando a
ativacdo foi via TLR2, no entanto, houve uma manutencdo do equilibrio da producédo
das citocinas pro- e antiinflamatdrias nas hemoculturas dos pacientes. Antonelli et al.
(2004) e Gaze et al. (2006) mostraram que a producao de TNF e IL-10, por mondcitos
de pacientes com LCL, apresenta correlacdo positiva, mas que falta esta correlagcdo nos
pacientes com LM, quando células mononucleares séo ativadas com antigeno soltvel de
L. (V.) braziliensis. Estes dados sdo contraditorios aos obtidos no presente trabalho, o
que talvez seja explicado pelas diferencas metodoldgicas, aqui foram analisadas as
citocinas secretadas enquanto nos trabalhos citados, foram analisadas citocinas

intracelulares, usando citometria de fluxo.

No presente trabalho, o desequilibrio na producdo de citocinas pro- e
antiinflamatdria parece depender da via de ativacdo dos mondcitos. Os dados sugerem
que a via de ativacdo de TLR4 e de outros receptores para 0s antigenos de leishmania,
mas ndo a via TLR2, pode favorecer o desequilibrio entre citocinas pro- e
antiinflamatdrias produzidas pelos mondcitos dos pacientes infectados por Leishmania
sp. Outra possibilidade seria a diferencial expressdo de receptores para padrdes
moleculares de Leishmania sp nas subpopula¢Ge de mondcitos dos pacientes com LCL.
Belge et al. (2002) mostraram, em hemoculturas, que os mondcitos CD14°CD16" eram
a principal fonte de TNF em resposta a LPS e a Pam3Cys, respondendo mais ao
Pam3Cys por serem a subpopulacdo de mondcitos com maior expressdo de TLR2. Ja

Skrzeczynska-Moncznik et al. (2008), ap0s separacdo das subpopula¢fes dos

53



mondcitos, também mostraram que 0s mondcitos CD14"°CD16" sdo os que produzem
mais TNF em resposta a LPS, no entanto, os CD14"CD16" também produzem TNF em
resposta a ativacdo via TLR4. Estes autores mostraram ainda que, em resposta a
agonistas de TLR2, ambas as supopulagdes CD16" produzem similares quantidades de
TNF, sendo os mondcitos classicos fracos produtores de TNF em resposta tanto a
agonistas de TLR4 quanto de TLR2. Mondcitos expressam TLR2 e TLR4, entre outros
receptores, que podem ter sua expressdao modulada por seus agonistas (Skinner et al.
2005, Juarez et al. 2010). Uma avaliacdo de TLRs nas diferentes subpopulagcdes dos
monacitos do sangue dos pacientes com LTA deve ser realizada para melhor entender o
desequilibrio da producgdo das citocinas pro- e antiinflamatéria presente em pacientes
com LCL.

No presente trabalho, em uma tentativa de estabelecer correlacdes entre as
porcentagens de subpopulacbes de mondcitos com a producdo das citocinas, as
concentragOes de TNF e I1L-10 secretadas nas hemoculturas foram analisadas em relagéo
as frequéncias das subpopulacGes de mondcitos detectadas no sangue antes de realizar
as hemoculturas. N&o foi possivel estabelecer essas correlacfes, o que pode ser devido a
elevada variabilidade na producdo de citocinas detectadas nos diferentes ensaios de
hemoculturas. Ao pesquisar citocinas intracelulares, foi demonstrado que os mondcitos
sdo a fonte de TNF e IL-10 nas hemoculturas ativadas, porém, ndo foram atestadas
diferencas significantes entre as frequéncias de monocitos CD14"TNF*, CD1471L-10"
ou CD14"TNF'IL-10" de pacientes e controles. E ndo foi possivel estabelecer quais
subpopulacdes de mondcitos estariam expressando estas citocinas ao final do periodo de
incubacdo das hemoculturas, pois ap0s ativacdo celular houve alteracdo das
porcentagens das subpopulacbes avaliadas pela expressdao de CD14 e de CD16. A
diminuicdo de CD14 e de CD16, ap0s ativacdo de mondcitos em hemoculturas, tem sido
relatada, em concordancia com os nossos resultados (Belge et al. 2002, Skinner et al.
2005).

Foi detectada uma correlagdo positiva entre o numero de lesdes dos pacientes
com LCL e as concentracbes de TNF produzidas antes e apds ativacdo das
hemoculturas, no presente estudo, sugerindo uma associacdo entre producdo de TNF e
gravidade da LCL. Tal associagdo foi previamente descrita por Oliveira et al. (2011),
considerando o tamanho das lesdes dos pacientes e a producdo de TNF observada em

culturas de células mononucleares ativadas com antigeno sollvel de leishmania. Uma
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associacao entre niveis de TNF e gravidade da LTA vem sendo descrita na LM, onde a
destruicdo tecidual € mediada por uma forte resposta imune adquirida mediada por TNF
produzido principalmente por linfocitos Thl (Bacellar et al. 2002). Coletivamente, 0s
nossos dados mostram que as subpopulacdes dos mondcitos estéo alteradas na LCL, que
o equilibrio entre a produc&o de citocina pro- e antiinflamatéria é perdido, havendo uma
elevada producdo de TNF que é associada & gravidade da LCL, e que esta perda de
equilibrio pode ser devido ao aumento das subpopulacGes de mondcitos néo classicos e

intermediarios ativados por diferentes receptores.

Alguns trabalhos em que foram avaliadas as subpopula¢Ges de mondcitos
durante infeccBes por bactéria, virus e o protozoario plasmddio (Han et al. 2009,
Azeredo et al. 2010, Ogonda et al. 2010, Castafio et al. 2011), mostraram o aumento das
duas subpopulacdes de mondcitos CD16" ou o aumento preferencial dos mondcitos
intermediérios. Este aumento pode estar associado a gravidade das doencas, como é o
caso de pacientes infectados com HIV (Han et al. 2009), com sepse ou malaria (Skinner
et al. 2005, Ogonda et al. 2010, Wong et al. 2012). Os mecanismos propostos para a
participacio de mondcitos CD16" na gravidade das infecgdes podem envolver maior
suscetibilidade de determinadas subpopulagdes a infeccdo, 0 que pode causar a
disseminacdo de microrganismos, eliminacdo da célula hospedeira ou alteracdo das
funcBes celulares; ativacdo por imunecomplexos que se ligam ao CD16 e producdo
desequilibrada de citocinas pro-inflamatérias ou antiinflamatérias (Soares et al. 2006,
Han et al. 2009, Ogonda et al. 2010, Castarfio et al. 2011).

No presente trabalho, a avaliacdo das citocinas foi realizada em hemoculturas de
pacientes com LTA pela primeira vez. A vantagem da hemocultura é a avaliacdo dos
monocitos em condi¢cdes mais fisiologicas, evitando ativacdo celular que pode ocorrer
durante a realizacdo de técnicas de isolamento dos mondcitos (Damsgaard et al. 2009).
No sangue periférico, além dos mondcitos, os granulécitos, linfécitos e células NK
tambem séo fontes de citocinas. No entanto, Damsgaard et al. (2009) mostraram que IL-
6, TNF e IL-10 sdo principalmente produzidos por mondcitos em hemoculturas e que
estas sdo mais adequadas para avaliar a producdo de citocinas de mondcitos do que
preparacdes de celulas mononucleares. A producdo de TNF (6 h) e IL-10 (24 h) em
hemoculturas, bem como de quimiocinas, & principalmente devido a presenca dos
mondcitos, com pouca contribuicdo dos granulécitos (Moller et al. 2005, Damsgaard et

al. 2009). Os granuldcitos neutrofilos produzem pequenas quantidades de TNF e
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pequenas contaminagfes com monocitos muitas vezes explica a deteccdo de
citocinas/quimiocinas em preparacdes de neutrdfilos (Wang et al. 1994). Os neutrofilos
ndo expressam CD14 ou expressam em baixas quantidades, mas expressam TLR2 e
TLR4 e respondem aos agonistas destes receptores (Mirlashari & Lyberg 2003, Gomes
et al. 2010), por isto ndo é possivel excluir completamente a participagéo dos neutrofilos
na producdo de TNF e IL-10 nas hemoculturas de pacientes e controles. No entanto, as
analises de expressdo de TNF e IL-10 nos neutréfilos CD16™, no presente estudo,
mostraram que, em algumas hemoculturas de pacientes houve expressdo de TNF apos
ativagdo com LPS, mas nenhuma expressdo significante de IL-10 foi detectada nas
hemoculturas ativadas com LPS (dados ndo mostrados). A répida producdo de TNF nas
hemoculturas (6 h) praticamente exclui a possibilidade de linfocitos T estarem
contribuindo para a producdo desta citocina, mas ndo se pode excluir alguma

contribuicdo destas células para a producdo de 1L-10, ap6s ativacdo das hemoculturas.

Neste trabalho, foi avaliada a participacdo dos mondcitos na LTA, em paciente
no polo anérgico da doenca (LCD) e em pacientes com LCL apresentando de uma a 14
lesBes cutaneas. Foi demonstrado que os mondcitos CD16" uma vez ativados na LCD
pode auxiliar na cura clinica das lesdes, pois, 0 aumento destas células apds
imunoquimioterapia foi associado a uma regressao das lesdes. Na LCL, foram avaliadas
as trés subpopulagcdes dos monacitos, mostrando que ha um aumento das subpopulacdes
de mondcitos CD16+. Houve também um aumento na producdo de TNF associado a
gravidade da LCL. E sugerido que as subpopulaces de mondcitos podem ter papéis
distintos na interacdo parasito-hospedeiro, da qual se estabelece a resposta imune e a
forma clinica da LTA. Uma compreensdo de como estas subpopulacdes estdo atuando
nas diferentes formas clinicas pode contribuir para o melhor conhecimento da
imunopatogenia da LTA, podendo levar ao desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas.
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CONCLUSOES

Geral: AlteragBes nas subpopulages dos mondcitos podem contribuir para o controle

ou para a exacerbacdo das lesbes da LTA, dependendo da forma clinica da doenca.

Especificas:

Do artigo 1:

- A ativagdo de mondcitos CD14°CD16" (ndo classicos) e de células NK
contribui para o controle da infec¢do causada por L. (L.) amazonensis em paciente com

LCD tratado com BCG/vacinas de leishmanias/quimioterapia.
Do artigo 2:

- As subpopulagdes de monécitos CD16" (ndo classicos e intermediarios) estdo

aumentadas no sangue periférico de pacientes com LCL;

- Foi detectada uma similar expressao das citocinas TNF e IL-10
intracelularmente nos mondcitos CD14", apds cultura com LPS (via TLR4), de
pacientes com LTA e individuos controles. N&o foi possivel avaliar quais
subpopulacdes de mondcitos estavam produzindo as citocinas, porque apés ativacao dos
monocitos com LPS houve alteracdo das porcentagens das subpopulacbes dos

mondcitos.

- Apos ativacdo de hemoculturas com agonistas de TLR2 e TLR4 ou antigenos
de L. (V.) braziliensis, hemoculturas de pacientes com LCL produzem mais TNF e
similares concentracdes de IL-10 em relacdo a controles sadios, havendo uma perda da
correlacdo positiva entre as concentracdes de TNF e I1L-10, apos ativacdo com LPS ou

antigeno de leishmania.

- Houve uma correlacdo positiva entre as concentracdes de TNF presentes no
soro e produzidos antes e apds diferentes estimulos nas hemoculturas e 0 nimero de
lesGes dos pacientes com LCL. Nenhuma correlagdo com as concentragoes de IL-10 foi

observada.
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III - Objetives do projeto: Avaliar o papel das subpopulag¢des de mondcitos pro e antiinflamatdrios na
@fecgéo humana causada por Leishmania (V.) braziliensis. Para isso serao quantificadas as sub populagdes
dé\r}mmo'citos CD14*CD16* (pro inflamatdrios) e CD14+CD16* (antiinflamatérios) do sangue periférico de
pacientes\ com LTA infectados com L. (V.) braziliensis, antes e apés tratamento, comparando com
individuos saudéveis e estabelecendo correlagio entre os resultados obtidos e os dados clinicos dos
pacientes. Serdo avaliadas a expressdo das citocinas TNF e [L-10 nos mondcitos pro e antiinflamatdrios
do sangue periférico de pacientes infectados, antes e aps tratamento; determinadas a produgédo de TNF
e IL-10 em culturas de sangue periférico de pacientes infectados, antes e apds tratamento, comparando as
respostas com aquelas de individuos saudaveis. Serdo avaliadas ainda a expressio de CD14, CD16, TNF e
IL-10 nas lesdes dos pacientes infectados, antes de iniciar o tratamento e correlacionadas a freqiiéncia de
mondcitos pro e antiinflamatérios do sangue periférico, antes e depois do tratamento, com a evolugdo

clinica.
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IV - Sumario do projeto:

Q

Q

~

)
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Discussdo sobre a possibilidade de métodos alternativos: Sera utilizado sangue periférico colhido
de 30 pacientes positivos para leishmaniose e 40 pacientes normais, além de biopsias das lesdes. As
biopsias serdo maceradas e inoculadas em 30 camundongos isogénicos deficientes de IFN
eemantidos no biotério do Instituto de Patologia Tropical e Satide Publica (IPTSP)/UFG e /ou meio
de cultivo (meio Grace completo). os parasitos isolados serdo estocados em nitrogénio liquido no
“Leishbank” (banco imunobiolégico de leishmaniose da regido centro — oeste). Questiona-se a
necessidade de utilizagao dos referidos animais ja que os parasitos, conforme descrito no projeto,
podem ser replicados e isolados em meio de cultura.
Descri¢io do animal utilizado (ntimero, espécie, linhagem, sexo, peso, etc): Serdo utilizados
camundongos deficientes em interferon gama de ambos os sexos com idade entre 60 e 120 dias cujas
\\;ﬁatrizes sao oriundas do ICB/UFMG e mantidos atualmente no Biotério do IPTSP/UFG . O niumero
de a\nimais depende do numero de bidpsias, porém o numero previsto é de 60 animais (2 animais
por biépsia). Mantidos em gaiolas com dois camundongos por grupo (cada grupo € originado de um
macerado de bidpsia que serd inoculado). Neste caso, 0 nimero de animais deve e pode ser
determinado previamente, uma vez que ficou estabelecida a utilizagao de 30 pacientes humanos.
Descri¢io das instalagdes utilizadas e nimero de animais/drea/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade): Os animais serdao mantidos em gaiolas apropriadas para camundongos
20X30 no Biotério do IPTSP/UFG contendo dois camundongos por gaiola. A luminosidade é
controlada por fotoperiodo de 12 horas e a temperatura, intensidade de ruido e a umidade relativa
do ar serao as do ambiente geral, o qual é melhorado por mecanismo de exaustao de ar.
Alimentagdo/hidratagdo: Os animais alimentam-se de ragao autoclavavel, especial para
camundongos, e recebem agua a vontade sendo esta acidificada e autoclavada.

Utilizagdo de agente infeccioso/gravidade da infec¢do a ser observada: Os animais serdo

N
“tinoculados com macerado de biopsias de pacientes suspeitos de estarem infectados com leishmania
o

e ée}éo mantidos por até 3 meses para observagao de presenga de lesdo. Caso ocorra o aparecimento
de uma lesao visivel de aproximadamente 1 mm os animais serdao imediatamente sacrificados para
obtengao do parasito.

Adequagio da metodologia e consideragoes sobre o sofrimento imposto aos animais: Os animais
serao manipulados sempre pela mesma pessoa tecnicamente habilitada e sempre no mesmo periodo.
Os ruidos, dentro e fora da sala, serdo controlados dentro do possivel. A manutengao dos animais
infectados encontra-se fisicamente separada da sala de manipulagao dos animais que contribui de
forma relevante a diminuir o grau de estresse destes. Os animais serdo observados diariamente para

garantir que nenhuma anomalia esteja acontecendo e que a gravidade da infecgao nao cause maiores
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dificuldades na vida do animal. Caso ocorra alguma anormalidade com algum animal durante o
experimento, este serd imediatamente sacrificado para garantir que ndo ocorram sofrimentos
maiores a este a aos animais adjacentes.

Método de eutanasia (se for o caso): O sacrificio sera feito por decapitagdo apds anestesia com
associacdo de 1 mg de xilazina e 0,1 mg de cetamina intraperitoneal 30 minutos antes do sacrificio. A
escolha deste método é porque, apds a anestesia, 0 método possibilita uma grande certeza de 6bito
do animal.

Destino do animal: Questiona-se o destino dos animais que ndo apresentarem lesGes no periodo de
3 meses. Como confirmar se este foi ou nido infectado ae apenas nao demonstra, ainda, lesdes

caracteristicas?

JV - Comentarios do relator frente as orientagoes do COBEA

)
Q

o

]

~

Q
)

\\\\.

B

Estrutura do protocolo: Protocolo bem embasado cientificamente, mas com falhas na formatagao
exigida pelo CEP, tornando confusa sua compreensao e andlise.
Anilise do TCLE (se for o caso): Existem 2 TCLEs formatados de forma distinta, com textos
semelhantes, sendo que em um deles (Banco de Sangue) esta descrito como orientagao para
esclarecimento de duvidas sobre os direitos do sujeito, o contato com o Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital das Clinicas da UFG. Neste mesmo TCLE encontra-se em branco no corpo do texto o
nome da pesquisadora participante do projeto que aplicara o questiondrio naquele momento,
podendo gerar confusdo ao sujeito que pode nao entender o conceito de grupo de pesquisa e / ou
pesquisador responsavel e auséncia do mesmo naquele momento.
Andlise de sofrimento imposto, métodos alternativos e beneficios: Conforme descrito no préprio
corpo do projeto, € possivel, apesar de dificil, o isolamento do agente em meios de cultura. Questiona-
se a necessidade de utilizagao de animais para inoculagao.

~}\ié.lise dos riscos aos pesquisadores/alunos: FiSICO: podem ocorrer acidentes como mordidas ou
event\uais cortes com a manipulagdo de seringas, tesouras e pingas. Para tanto, os pesquisadores
sempre utilizardo luvas de procedimento (e de malha de ago durante o sacrificio), mascara de acrilico,
jalecos, oculos de protegdo e serao devidamente treinados para a manipulagao dos instrumentais.
BIOLOGICO: As leishmanias serao obtidas de pacientes, portanto sao agentes infecciosos para os seres
humanos. Para tanto os pesquisadores sempre utilizardo luvas de procedimento, méscara de acrilico,
jalecos, 6culos de protegao e serdo devidamente treinados. Caso ocorra a inoculagio acidental, o
pesquisador sera encaminhado a Dra. Ledice Inacia Araujo Pereira (Médica Infectologista IPTSP/UFG

responsavel pelo ambulatdrio de leishmaniose do HDT) para os procedimentos necessarios e inicio do
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) tratamento do pesquisador acidentado. PSICOLOGICO: A manipulagio e o sacrificio de animais de

laboratdrio podem causar estresse psicologico aos pesquisadores, sendo assim, s participarao destes
procedimentos aqueles pesquisadores que se sentirem aptos.

Necessidade do ntimero de animais: Conforme descrito em projeto de pesquisa, tanto o isolamento
em meio de cultura quanto a inoculagao em animais ndo sao métodos eficientes de multiplicagao ou
obtengdo de parasitos. Questiona-se, portanto, a utilizagdo de animais para inoculagio, ja que esta
forma de multiplicagdo ndo apresenta a eficiéncia necessaria e pode ser substituida pelos meios de
cultivo.

Andlise dos métodos de intervengdo e eutanésia: A decapitacdo é uma forma eficaz de eutanasia. E
importante, no entanto, que no momento de sua execugdo, o pesquisador tenha certeza de que os
animais encontram-se devidamente insensibilizados pelos farmacos aplicados, ja que a agdo dos

mesmos pode variar entre os individuos.

B Destino do animal: Encontra-se descrita apenas a destinagdo dos animais que desenvolverem lesdes

SN
a[}és\a inoculagao. Questiona-se o destino dos outros animais e solicita-se detalhamento sobre a

3

possibilidade de estes se encontrarem infectados sem, no entanto, demonstrarem lesdes.
V - Parecer do CEP: pendéncias esclarecidas e itens salientados devidamente corrigidos. Projeto
APROVADO.

VI - Data da reuniio: 27/04/2009

Relator Rita Goreti Amaral
Relator do Parecer Coordenador do COEP/PRPPG/UFG

76



o
‘.“
UFG

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario(a), de uma pesquisa. Apds receber
os esclarecimentos e as informacgdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao
final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel.

Em caso de recusa, vocé nédo sera penalizado(a) de forma alguma. Em caso de duvida, vocé pode
procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias, pelo telefone 3521-
1075 ou 3521-1076.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Avalia¢do das subpopula¢des de mondécitos pro e antiinflamatorios na
infeccdo causada por Leishmania (Viannia) braziliensis

Pesquisador Responsavel:
Fatima Ribeiro Dias

Telefone para contato (inclusive ligagdes a cobrar):
Laboratério de Imunidade Natural/IPTSP: 062-3209 6116 — Dra. Fatima Ribeiro Dias: 62 3225
3751

Pesquisadores participantes:

- Fatima Ribeiro Dias - pesquisador responsavel (coordenador, Setor de
Imunologia/IPTSP/UFG); Miriam Leandro Dorta — professora/pesquisadora (Setor de
Imunologia/IPTSP/UFG); Milton A. P. de Oliveira — professor/pesquisador (Setor de
Imunologia/lPTSP/UFG); Hélio Galdino Jr. (aluno de doutorado em Imunologia —
PPGMT/IPTSP/UFG);- Ledice I. A. Pereira (professora/pesquisadora, médica
infectologista, Departamento de Doengas Infecciosas e Parasitarias/IPTSP/UFG);
Ana Joaquina C. Pereira (médica infectologista, Ambulatério de Endemias -
Hospital de Doencas Tropicais, Goiania, Goias); Sebastido A. Pinto (médico
patologista, Mestre em Patologia, Instituto Goiano de Hematologia e Oncologia);
Aline Carvalho Batista — professora/pesquisadora — Faculdade de Odontologia/UFG;
Lucianna Gongalves Nepomuceno (aluna de graduagao em Biomedicina/UFG);
Walbert Pires de Oliveira Junior (aluno de graduagdo em Biomedicina/lUFG);
lidefonso Alves da Silva Junior (aluno de graduagdao em Biomedicina/UFG); Nathalia
Ferreira Lima (aluna de graduagao em Ciéncias Biolégicas/UFG); Denisy Marquesa
Mendanha (aluna de graduag¢ao em Biomedicina/UFG)

Telefones para contato: em caso de qualquer intercorréncia clinica ou reagdo adversas

Dra. Ledice 1. Aratjo Pereira ou Dra. Ana Joaquina C.S. Pereira. Telefones: 062-3249 3122
(HDT) e 3241 61173/ 3204 1917 (residéncia)

Descrigdo da pesquisa (conforme Res. CNS n.” 196/96 — IV.1. a, b, ¢, d, e, f, g, h, i; citados no
Protocolo de Pesquisa — CEP/UFG)

- Pesquisa com risco minimo.

Neste estudo pretendemos entender melhor como as pessoas que tém leishmaniose
se defendem da doenca e identificar o agente que causa a doenca. Uma das formas que
podemos fazer isso € estudando as células e seus produtos que participam da resposta contra

Prédio da Reitoria - Térreo - Campus Il - CEP-74001-970 - Goiania-GO - Fones: 0 XX62 3521-1076 - Fax:3521-1163
Homepage: www.prppg.ufg.br - E_mail: prppg@prppg.ufg.br
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o parasito. Portanto, nés estaremos pesquisando no sangue dos voluntarios a presenga de
determinadas subpopulagdes das células sanguineas, utilizando métodos ja existentes. Na
biépsia (um pedacgo da lesdo) iremos isolar e identificar o agente causador da doenca e as
caracteristicas da lesdo e das células ao microscopio. A sua colaboragao nesse sentido
seria a de permitir que o material que sera coletado para exames de diagnodstico
(sangue e biopsia) possam ser utilizados em pesquisas de células e proteinas
(produtos quimicos produzidos pelas células) relacionadas com a presenga do agente
causador da doenca. A retirada do sangue e da biopsia sdo procedimentos necessarios para
que seja feito o diagndstico de leishmaniose, entretanto, estamos pedindo a sua autorizagéo
para retirar o dobro de sangue daquele coletado para diagnéstico (10 mL ao invésde 5m L) e
reservar este material para pesquisar estas células e proteinas. A colheita do sangue sera
realizada ap6s o diagndstico e durante o acompanhamento do tratamento, até o final deste.
Os parasitos obtidos serdo estocados no Leishbank, o banco imunobiolégico de
leishmanioses, do Laboratério de Imunobiologia das leishmanioses, para futurso estudos dos
parasitos. Os resultados obtidos poderdo acrescentar informacdes importantes no
conhecimento da doenca, que podera beneficiar no futuro todas as pessoas que estdo
expostas a leishmaniose. Em hipétese nenhuma vocé sera penalizado no tratamento que é
gratuito, caso ndo permita a execugao da pesquisa com o seu material. Vocé podera pedir a
retirada deste material do nosso estoque a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, além de pedir qualquer informagdo sobre os procedimentos, riscos e duvidas
relacionadas a pesquisa, utilizando os telefones para contato. Finalmente, gostariamos de dizer
que os resultados obtidos serdo publicados em congressos e revistas especializadas, onde
nao tera nenhuma informagao capaz de fazer a sua identificagdo como componente do grupo
de pesquisa e esclarecer que ndo existe neste projeto um ressarcimento planejado aos
pacientes, mesmo que os resultados obtidos e divulgados venham a receber premiagées, ja
que ndo ha nenhum 6nus para o paciente para a execucao da pesquisa, nem riscos diretos
previstos oriundos da pesquisa.

Nome e Assinatura do pesquisador

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG/ CPF/ n.° de prontuario/ n.° de matricula
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NP:........cooeeevrreererrissessssssssessessnsssssssssssssssssssssenees SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.......... " — Lesszvrvzs
ENDEREQCO::cusiviosissnssssssisesinivsssssssssisiasses aessvaississssisssass isssssss svissssavssissonsuass

| [ S— APTO:......cconn

BAIRRO: . cicisciviivisviivisiviisssvisisicusmsmsivsisisiaisassivissisisiess
CIDADE:.......covmnimvsinsisssuntmmsuiummsssisssissmssmsnsansrsaiia

[ o =1 2 L P oS e B e N TELEFONE: DDD(.......... e e B ey e ey T

abaixo assinado, concordo em participar do estudo Avaliagdo das subpopulagdes de mondcitos
pro e antiinflamatérios na infecgdo causada por Leishmania (Viannia) braziliensis, como suijeito.
Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo pesquisador(a)
sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim
como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que
posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou
interrupgéo de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito:

Prédio da Reitoria - Térreo - Campus Il - CEP-74001-970 - Goiania-GO - Fones: 0 XX62 3521-1076 - Fax:3521-1163
Homepage: www.prppg.ufg.br - E_mail: prppg@prppg.ufg.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOI’A'S INSTITUTO DE
PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Vocé esta sendo convidado (a) a participar, como voluntdrio (a) de uma pesquisa. Apos ser esclarecido (a) sobre as
informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias.
Uma delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo serd penalizado (a) de forma alguma.

[-DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Avaliacio das subpopulacdes de monécitos pro e
antiinflamatoérios na infec¢iio causada por Leishmania (Viannia) braziliensis

2. PESQUISADO : Fatima Ribeiro Dias

CARGO/ FUNCAO: Professor - Pesquisador

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA: risco minimo
4. DURACAO DA PESQUISA: 6 anos

II- REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AQ PACIENTE/DOADOR OU SEU REPRESENTANTE
LEGAL SOBRE A PESQUISA. CONSIGNANDO:

Neste estudo pretendemos entender melhor como as pessoas que tém leishmaniose se defendem da
doenga e identificar o agente que causa a doenga. Uma das formas que podemos fazer isso é estudando as
células e seus produtos que participam da resposta contra o parasito. Portanto, nds estaremos pesquisando no
sangue dos voluntarios saudaveis a presen¢a de determinadas subpopulagdes das células sanguineas, utilizando
métodos ja existentes, e como estas células respondem a antigenos dos parasitos. A sua colaborag¢do nesse
sentido, seria a doacio de cerca de 20 mL de sangue obtida por puncéo venosa. Esclarecemos que esta
quantidade sera obtida seguindo a colheita da bolsa de sangue, ndo sendo necessaria uma nova pungdo. A
pungdo sanguinea pode lhe causar um leve desconforto e dor pela picada da agulha, mas nenhum risco
maior. O material serd colhido uma tnica vez e sera usado para pesquisar as células e proteinas. Os
resultados obtidos poderdo acrescentar informagdes importantes no conhecimento da doenga, que podera
beneficiar no futuro todas as pessoas que estdo expostas a leishmaniose. Vocé podera pedir a retirada deste
material do nosso estoque a qualquer momento e deixar de participar do estudo, além de pedir qualquer
informagdo sobre os procedimentos, riscos e duvidas relacionadas a pesquisa, utilizando os telefones para
contato. Finalmente, gostariamos de dizer que os resultados obtidos serdo publicados em congressos e revistas
especializadas, onde ndo tera nenhuma informagdo capaz de fazer a sua identificagdo como componente do
grupo de pesquisa e esclarecer que ndo existe neste projeto um ressarcimento planejado aos pacientes/doadores,
mesmo que os resultados obtidos e divulgados venham a receber premiagdes, ja que ndo ha nenhum 6nus para o
paciente para a execugdo da pesquisa, nem riscos diretos previstos oriundos da pesquisa.

11I- ESCLARECIMENTOS SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA:

l.acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive
para dirimir eventuais duvidas.

2. tratamento € gratuito.

3. liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo, sem que isto traga
prejuizo a continuidade da assisténcia.

4. salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

5. disponibilidade de assisténcia nos servigos de satde, por eventuais danos a satde, decorrentes da pesquisa

6. viabilidade de indenizagdo por eventuais danos a satide decorrentes da pesquisa

V. INFORMACOES DE NOMES. ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO
DA PESQUISA. PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS: Dra. Ledice
I. Araiijo Pereira ou Dra. Ana Joaquina C.S. Pereira. Telefones: 062-3249 3122 (HDT) e 3241 61173/ 3204 1917
(residéncia)
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V. DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE/DOADOR SAUDAVEL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N': SEXO: M F
DATA NASCIMENTO.......... Vossans VA
ENDERECO. No APTO:.
BAIRRO: CIDADE:.
CEP:. TELEFONE: DDD(. )
RESPONSAVEL LEGAL
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador, etc.)
DOCUMENTO DE IDENTIDADE: Género: M F
DATA NASCIMENTO........... s s
ENDERECO. N’ APTO:
BAIRRO:. CIDADE:
CEP:. TELEFONE: DDD(. )

VI- CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,
consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Goiania de. 20.....
Assinatura do sujeito da pesquisa Fdtima Ribeiro Dias
ou responsavel legal................... Pesquisadora
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ANEXO 2: Tipos de lesdes encontradas nos pacientes
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Paciente Idade | Género | Local de Forma | Tempo | N°de | Tamanho | PCR- | Histopatolégico | IDRM | RIF
(anos) contagio clinica | de lesdes | da leséo RFLP | (presenca de (mm)
leséo (cm) amastigota)

ADS9 22 M Vista Alegre — LC 6 1 2 L(V) | Sim 17 Neg
RO

AAGY 23 M Cruzeirodo Sul - | LC 1 1 0,3 L (V) | Pos 3 Neg
AC

BDO9 25 F Canarana - MT LC 0,5 1 3 L (V) | Pos 15 Neg

BUSN10 | 54 M Sant Cruz do LC 2 2 la3 L (V) | Pos Neg 1M0
Xingu - MT

CDM10 65 M Barra do Gargas LC 8 10 02a1l NR Pos 10 1M0
-MT

DAA10 22 M Parauna - GO LC 24 12 3a5 L (V) | Pos 18 NR

DLP9 63 M Ribamar/MA LC 18 4 la3 L (V) | Pos 17 Neg

ELA9 36 M Caldas LC 22 1 0,5 L (V) | Pos Neg Neg
Novas/GO

EFA9 47 M Baliza/GO LC 15 1 25 L (V) | Neg 15 Neg

ELS11 27 F Aparecida de LC 1 1 2 NR Neg 15 1M0
Goiania/GO

FSMF10 | 19 M Pedra Preta/MT LC 15 1 3 Neg Pos Neg NR

FCS9 44 M Colmeia- TO LC 4 7 05al Neg Pos 9 1\M0

FPS10 36 M Acailandia/MA LC 6 10 05a5 Neg Pos 20 10

GRM10 19 M Redencao/PA LC 3 2 2e3 L (V) | Neg 5 Neg

GAMC10 | 31 F Crixéas/GO LC 7 1 3 L (V) | Neg 27 1\M0

GPZ 55 M S. José dos LC 2 14 0,5a5 NR Neg NR NR
Bandeirantes/GO

HPB12 35 M Jussara/GO LC 15 8 05a4 NR Pos 12 1\160

JCAM9 39 M Barra do LC 0,5 5 05 Neg Pos NR NR
Gargas/MT

JCS10 29 F Ulianapdlis/PA LC 10 5 05a2 L (V) | Pos 22 Neg

JLR12 52 M Barra do LC 12 3 05a4 NR Pos Neg Neg
Corda/MA

JM9 45 M Araguapaz/GO LC 4 2 05a 2 Neg Neg 35 Neg

KPS11 21 Manaus/AM LC 2 1 0,2 L (V) | Neg 10 1\80

MLB10 50 F Montividiu do LC 4 2 05a2 L (V) | Neg 10 1M0
Norte/GO

MHRN10 | 53 F Jatai/GO LC 6 1 L (V) | Neg 20 Neg

RCD10 18 M Goianésia/GO LC 3 3 2a8 L (V) | Pos 7 Neg

SPC10 63 M Orizona/GO LC 3 4 2 L (V) | Neg Neg 1\80

SPS10 47 M Itaberai/GO LC 24 1 5 L(V) | NR 10 1\160

VGS10 21 M Manaus/AM LC 2 1 1 L (V) | Pos 12 1M0

VJS10 46 M Campestre/GO LC 5 1 7 L (V) Neg 20 1M0

WFS11 18 M Araguacema/TO | LC 1 1 3 NR Pos NR NR

WGS9 33 M Santa Helena/RR | LC 6 2 la2 Neg Pos NR NR

WIJL9 22 M Porto da LC 4 1 6 NR Pos NR 10
Mata/MT

M — masculino. F — feminino. LC — Leishmaniose cuténea localizada. L (V) — Leishmania Viannia. NR —ndo realizado. Pos —
positivo. Neg — negativo. IDRM - intradermorreagéo de Montenegro. RIF — reagdo de imunofluorescéncia indireta

ANEXO 3: Dados do pacientes
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ANEXO 4: Publicac¢des durante o curso de doutorado

Improvements in obtaining New World Leishmania sp from mucosal lesions:
Notes on isolating and stocking parasites. Dorta ML, Oliveira MA, Fleuri AK, Duarte
FB, Pinto SA, Pereira LIA, Ribeiro-Dias F. Exp Parasitol. 2012 Jun 21.

A dysflagellar mutant of Leishmania (Viannia) braziliensis isolated from a
cutaneous leishmaniasis patient. Zauli RC, Yokoyama-Yasunaka JK, Miguel DC,
Moura AS, Pereira LIA, da Silva IA Jr, Lemes LG, Dorta ML, de Oliveira MA,
Pitaluga AN, Ishikawa EA, Rodrigues JC, Traub-Cseko YM, Bijovsky AT, Ribeiro-
Dias F, Uliana SR. Parasit Vectors. 2012 Jan 11;5:11. doi: 10.1186/1756-3305-5-11.
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ANEXO 5: TRAJETORIA DE VIDA ACADEMICA

Ao terminar o curso de Medicina na FM/UFG em 1973 decidi pela Residéncia
Médica em Doencas Infecciosas e Parasitarias no Departamento de Medicina
Tropical/IPTSP/UFG. Pensei que seria mais Util aos pacientes que sofriam com doencas
como Poliomielite, Difteria, Coqueluche, Sarampo, Meningite, Febre Amarela, Maléria,
Esquistossomose, Leishmanioses, Paracoccidioidomicose, entre outras. Neste periodo
tive professores como William Barbosa, Joaquim Caetano de Almeida Neto, Geovane
Cysneiros, Roberto Daher e Wanderlei Pitaluga que reforcaram o meu interesse pela
Medicina Tropical e pela carreira académica. A Residéncia Médica foi complementada
por um curso de especializacdo de grande importancia regional que era ministrado pelo
Departamento de Medicina Tropical (DMT/IPTSP/UFG).

Em dezembro de 1975 prestei concurso para professor auxiliar de ensino no
DMT/IPTSP/UFG e ao mesmo tempo fui admitida como médica no Hospital Oswaldo
Cruz, hoje hospital de Doencas Tropicais/SES/GO. Era época da epidemia de meningite
e faltavam especialistas na area. Tempos dificeis em gue se contava especialmente com
os dados clinicos. Nao existiam Unidades de Terapia Intensiva e 0S recursos
laboratoriais eram limitados. Quantos plantdes desesperadores acompanhando casos de
poliomielite em pulmdes de aco, realizando traqueostomias em pacientes com difteria,

assistindo pacientes com raiva e assim por diante.

Com incentivo e orientagdo do Prof William Barbosa me matriculei em 1976 na
primeira turma do Mestrado em Medicina Tropical/IPTSP/UFG e obtive o grau de
mestre em 1979 com o trabalho: Leishmaniose Tegumentar — Estudo terapéutico

baseado nos aspectos clinicos e imunoldgicos.

De 1983 a 1991 fui diretora técnica e de 1991 a 1995, diretora geral do HDT.
Neste periodo destaco: humanizagdo do hospital com liberacdo de visitas diarias e a
presenca de acompanhantes, criagdo dos servigcos de controle de infecgdo hospitalar,
psicologia e farmacia hospitalar, realizacdo de programas de treinamento em servico e

ampliac&o da &rea fisica.
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Outras atividades desenvolvidas nas décadas de 80 e 90: curso de especializagdo
em Politicas de Saude e Administracdo de Servicos de Saude (convénio
IPTSP/UNICAMP); treinamento oferecido pelo Ministério da Saude para atendimento
de pacientes com Colera em lquitos — Peru e estagio no hospital do Instituto Pasteur em
Paris em 1993 para o atendimento de pacientes com HIV/AIDS em hospital dia e no

domicilio (convénio Ministério da Saude/Governo francés).

Apds curso de Controle de infeccdo hospitalar (Ministério da Saude/OPAS) em
1984, trabalhei no treinamento de profissionais de salde para o controle das infeccBes
hospitalares no sentido de implantar comissdes para o controle de infeccdo hospitalar
nos hospitais do estado de Goias. Iniciamos um grupo de estudo no hospital das
Clinicas: Paulo Prado, Manoel Maria, Milca Severino Pereira, Lilian Joy W. Antunes de
Oliveira e José Mario. Em 1985, organizamos a capacitacdo de monitores para
treinamento dos profissionais a nivel regional. No periodo de 1985 a 1992 coordenei o
treinamento de 913 profissionais de nivel superior: 509 médicos, 286 enfermeiros, 78
farmacéuticos/bioquimicos e 40 de outras areas da salde; 84,6% dos treinados
trabalhavam em Goiénia e 15,4% em cidades do interior de Goias e Tocantins. Foi um
trabalho que contribuiu para a mudanca de comportamento dos profissionais de salde

nos hospitais goianos e para a formacéo de especialistas na area.

Em 1991 foi fundada a Associacdo Goiana de Estudos e Controle de Infec¢édo
Hospitalar (AGECIH), da qual fui a primeira presidente. Em 1995 participei juntamente
com Anita Bernardes da Silva, Ivete Vieira Gomes, Marta Antunes de Souza e Catarina
de Fatima Vieira Mesquita da elabora¢do do manual: Rotinas Basicas para o Controle

de InfeccOes Hospitalares.

Participei ativamente da organizacdo da primeira Jornada Goiana de Controle de
Infeccdo em agosto de 1993, marco historico para o controle de infecgdo hospitalar no
nosso estado, do XXXII Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical em

1996 em Goiania e do XI11l Congresso Brasileiro de Infectologia em 2003 em Goiénia.

Juntamente com o colega Jodo Guimardes organizamos em 1977 um manual de
rotinas médicas no sentido de uniformizar as condutas dos médicos, residentes e

internos do curso de medicina durante estdgio no HDT. A partir dai o manual foi
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ampliado, com a participacdo dos médicos do HDT e dos professores do DMT. A
sétima edicdo (2012) do Manual Pratico de Doengas Transmissiveis foi lancada

recentemente.

No periodo de 1997 a 2001 assumi a chefia do DMTD/IPTSP/UFG e entre 2007
e 2009, a vice-chefia. E a convite do prof Luquetti tenho participado nos ultimos anos

da Revista de Patologia tropical como editor associado.

Na academia, tenho me dedicado ao ensino e ao atendimento de pacientes
portadores de doencas transmissiveis, principalmente aqueles com doencas endémicas,
atuando especialmente na integracdo ensino-servi¢co no Hospital de Doencas Tropicais
(HDT) e contribuindo assim para a formagéo de internos e residentes de infectologia.
Ao mesmo tempo tenho participado da publicacdo de varios capitulos de livros
(Antibioticoprofilaxia em situac6es clinicas, Leishmaniose Tegumentar, Leishmaniose

Visceral, Dengue, Febre Amarela, Colera, entre outros).

Tenho trabalhado também em projetos de extensdo, na organizacdo de cursos e
treinamentos além de participar da Comissdo de Residéncia Médica do Hospital das
Clinicas/UFG, da Comissao de Residéncia Médica do Hospital de Doencas Tropicais —
SES/GO e da Comissao de Antirretrovirais da SES/GO.

Desde 1978 participo do programa de residéncia médica em infectologia —
HC/UFG, como preceptora em atividades praticas e tedricas ou como supervisora.
Assim, tenho contribuido para a formacdo da grande maioria dos infectologistas que

atuam no estado de Goiés.

No inicio da década passada iniciei um trabalho conjunto com a profa Miriam L.
Dorta, em seguida enriquecido pela participacdo dos profs Fatima Ribeiro-Dias e Milton
A. P. Oliveira e pela equipe do Laboratério de Imunologia/IPTSP/UFG. Demos entdo
inicio ao projeto Banco Imunobioldgico das Leishmanioses da Regido Centro-Oeste.
Desde entdo outros projetos foram elaborados e as publicages surgiram naturalmente,
inclusive em parceria com os profs Wilson Mayrink e Vicente Toledo (UFMG) e Silvia
Uliana e Gloria Collet (USP) e, entdo, o incentivo para a realizacdo do doutorado em

Medicina Tropical.
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