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RESULTADOS

1. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA POPULACAO ESTUDADA

Tabela 1: Aspectos epidemioldgicos e clinicos dos pacientes com leishmaniose

cutanea.
LTCP IDADE SEXO TAMANHO DA DTH Falha Data da Observacgdes
LESAO (mm) Terapéutica coleta
(mm)

28943 15 M 08X07 14x13 25/08/17

28936 17 M 17X16 07x07 25/08/17

28940 45 M 30X20 17x13 25/08/17

28629 21 M 07X05 20x18 25/08/17

28620 25 F 11x05 18X18 Falha Terapéutica 11/08/17

28632 37 M 20X20 18x17 24/08/17

28610 33 M 17x17,17x15 18x17 09/06/17 Recidiva em

26/01/18

28630 46 M 10X 04 14x12 Falha Terapéutica 09/06/17

28408 32 F 18x10 18x18 24/04/17

28420 25 M 12x10 13x12 24/04/17

28412 16 M 33x30 12x10 Falha Terapéutica 25/04/17

28402 43 F 32x15 22x22 28/04/17

28423 37 F 10x03 11x10 28/04/17

29276 28 F 17x25 10x09 12/01/18

29274 32 M 17x25 16x15 12/01/18

29297 20 M 05x05 09x09 12/01/18

29264 31 F 12x30 12x10 12/01/18

29298 20 M 06x04 12x12 12/01/18

29312 23 M 27x25, 06x06 15x14 26/01/88

29336 31 M 10x05 20x17 26/01/88

29322 24 M 14x08, 10x07 22x22 26/01/88
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2. AVALIACAO DA EXPRESSAO ex vivo DE TLR2 e TLR4 NOS
MONOCITOS DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE CUTANEA.
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Figura 4: Expresséo ex vivo de TLR2 e TLR4 nos monécitos de pacientes com
LC e CS. CSMPs do sangue periférico de pacientes com LC (n=15) e CS (n=10)
foram marcados com anticorpos anti-CD14 para a identificacdo dos monécitos e em
seguida com anticorpos anti-TLR2 e anti-TLR4. Os dados foram coletados usando
citometria de fluxo e analisados usando o software FLOWJO (Figura A). A expressao
ex vivo de TLR2 e TLR4 foi avaliada em células CD14" (Figura B). Os resultados
estdo apresentados em mediana e todos os valores de p foram obtidos através do
teste estatistico de Mann Whitney *p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

- 5000

- 4000

- 3000

- 2000

- 1000

(4N) 1L



3. AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS TLR2 E TLR4 APOS A INFECCAO
DE MONOCITOS COM Leishmania braziliensis.

L.braziliensis
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Figura 5: Expressdo de TLR2 e TLR4 nos mondcitos de pacientes com LC e CS
apos a infeccdo por L.braziliensis. CSMPs do sangue periférico de pacientes com
LC (n=15) e CS (n=10) foram infectados com L.braziliensis (5:1) por 2 horas em
seguida as células foram marcadas com anticorpos anti-CD14 para a caracterizacdo
dos mondcitos e a expressdo dos receptores foi avaliada apdés a marcacdo com
anticorpos anti-TLR2 (Figura A) e anti-TLR4 (Figura B). Como controle positivo da
infeccdo foi utilizado o Pam3Cys (agonista de TLR2) e o LPS (agonista de TLR4). A
expressao dos receptores foi realizada através da técnica de citometria de fluxo. Os
resultados estdo apresentados em mediana e todos os valores de p foram obtidos
através do teste estatistico de Mann Whitney e Wilcoxon *p< 0.05. ***p<0.001



4. AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS TLR2 E TLR4 APOS A INFECCAO
DE MONOCITOS COM Leishmania braziliensis GFP+.
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Figura 6: Expressado de TLR2 e TLR4 nos monocitos de pacientes com LC apés a
infeccdo por L.braziliensis GFP+. Mondcitos do sangue periférico de pacientes com
LC (n=08) foram infectados com L.braziliensis-GFP+ (5:1) por 30 minutos e 2 horas e
em seguida as células foram marcadas com anticorpos anti-CD14 para a
caracterizacdo dos mondcitos. A expressdo dos receptores foi avaliada apdés a
marcacgdo com anticorpos anti-TLR2 (Figura A) e anti-TLR4 (Figura B). A avaliacédo da
expressao dos receptores foi realizada através da técnica de citometria de fluxo. Os
resultados estdo apresentados em mediana e Todos os valores de p foram obtidos
através do teste estatistico de Wilcoxon *p< 0.05, **p<0.01.
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Figura 7 : Frequéncia de TLR2 e TLR4 nos mondcitos de pacientes com LC ap6s
a infeccdo por L.braziliensis GFP+. Mondcitos do sangue periférico de pacientes
com LC (n=08) foram infectados com L.braziliensis-GFP+ (5:1) por 2 horas e em
seguida as células foram marcadas com anticorpos anti-CD14 para a caracterizacédo
dos mondcitos e a expressdo dos receptores foi avaliada apdés a marcacdo com
anticorpos anti-TLR2 (Figura A) e anti-TLR4 (Figura B). A avaliacdo da expressao dos
receptores foi realizada através da técnica de citometria de fluxo. Os resultados estao
apresentados em mediana e todos os valores de p foram obtidos através do teste
estatistico de Mann Whitney *p< 0.05, **p<0.01.



5. NEUTRALIZACAO DOS RECEPTORES TLR2 E TLR4 EM MONOCITOS
DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE CUTANEA
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Figura 8: Avaliacdo da neutralizacdo dos TLR2 e TLR4 em células de pacientes
com LC. Monécitos do sangue periférico de pacientes com LC (n=15) foram
neutralizados com anticorpos anti-TLR2 e anti-TLR4 e em seguida foram infectados
com L.braziliensis (5:1). As células foram marcadas com anticorpos anti-CD14 para a
caracterizacdo dos mondcitos e a expressdo dos receptores foi avaliada apds a
marcagdo com anticorpos anti-TLR2 e anti-TLR4. A expressdo dos receptores foi
realizada através da técnica de citometria de fluxo e a analise foi feita através do
programa FlowJo (Figura A e B). Os dados foram representados em mediana da
média de intensidade de flurescéncia da expressdo de TLR2 (Figura C) e da
expressao de TLR4 (Figura D). Como controle positivo da infeccdo foi utilizado o
Pam3Cys (agonista de TLR2) e o LPS (agonista de TLR4). Os resultados estdo
apresentados em mediana e todos os valores de p foram obtidos através do teste
estatistico de Wilcoxon, **p<0.01.



6. AVALIACAO DO NUMERO DE AMASTIGOTAS INTERNALIZADAS NOS
MONOCITOS DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE CUTANEA E
CONTROLES SADIOS, APOS A NEUTRALIZACAO DE TLR2 E TLR4

(A) (B)
2001
100- Y
;\‘; *% g ] *% .
>~ 809 ' S 1504
I—**—| =
8 €3 %
© 604 |—|*** =3 [ —
- (0]
o £ 1007
— ~ o
£ 401 29
3 2 501
% 204 5
O o
0- 0-
Lb. Lb Lb Lb Lb Lb. Lb.  Lb. Lb. Lb.
aTLR2 aTLR4 aTLR2 IgG2a aTLR2 aTLR4 oTLR2 IgG2a
aTLR4 aTLR4
(©
kkk (D)
00 T - .
S — 2007 "
o 804 2 —*
e}
3 8 150-
& 60- =T
3 S35
— ok
c £ 8 1004
£ 404 =
8 8g
= 20 a 50
T =
O o
0- 0-
Lb. Lb. Lb. Lb. Lb. Lb. Lb.  Lb. Lb. Lb.
aTLR2 aTLR4 oTLR2 IgG2a aTLR2 aTLR4 aTLR2 IgG2a
aTLR4 aTLR4
(E) (F)
1001
. 200+
o\ [%2]
~ 804 9
(2]
e}
3 S 150-
T 604 5 a9
3 35
T 40d 23 100
8 = = T g8
=P sd
‘8 20 § 50
©
a
M i i | ' ol , : , :
Lb. Lb. Lb. Lb. Lb. b o o 0 5

aTLR2 aTLR4 aTLR2 IgG2a aTLR2 oTLR4 aTLR2 lgG2a

aTLR4
. . ~ A . L . TLR4
Figura 9: Avaliacdo da frequéncia de células infectadas e do®numero de

parasitas internalizados ap6s a neutralizacdo dos TLR2 e TLR4. Mondcitos do
sangue periférico de pacientes com LC (n=15) foram neutralizados com anticorpos
anti-TLR2 e anti-TLR4 e em seguida infectados com L.braziliensis (5:1) por 2 e 48
horas. O nimero de células infectadas apos 2 horas (Figura A) , 48 horas (Figura C) e
72 horas (Figura E), e o numero de parasitas internalizados apés 2 horas (Figura B),
48 horas (Figura D) e 72 horas (Figura F) foram quantificadas através da técnica de
microscopia éptica. Os resultados estdo apresentados em mediana e todos os valores
de p foram obtidos através do teste estatistico de Wilcoxon p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001.
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Figura 10: Frequéncia de monocitos de pacientes com LC infectados com
L.braziliensis GFP+ apo6s a neutralizacdo do TLR2 e do TLR4. Mondcitos do
sangue periférico de pacientes com LC (n=08) foram neutralizados com anticorpos
anti-TLR2 e anti-TLR4 e em seguida infectados com L.braziliensis-GFP+ (5:1) por 2
horas. A avaliacdo da expressdo dos receptores foi realizada através da técnica de
citometria de fluxo (Figura A). O namero de células GFP (+) apés o bloqueio esta
apresentado na figura B. Os resultados estdo apresentados em mediana e todos os
valores de p foram obtidos através do teste estatistico de Wilcoxon *p< 0.05, **p<0.01.

7. AVALIACAO DO BLOQUEIO DO TLR2 E DO TLR4 NO CONTROLE DA
INFECCAO POR L. braziliensis EM MONOCITOS DE PACIENTES COM
LEISHMANIOSE CUTANEA.
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Figura 11: Avaliac&o do bloqueio do TLR2 e do TLR4 no controle da infecc&o por
L.braziliensis nos monécitos de pacientes com LC. CSMPs do sangue periférico
de pacientes com LC (n=8) foram neutralizados com anticorpos anti-TLR2 e anti-



TLR4e em seguida infectados com L.braziliensis (5:1) por 72 horas. Apds o tratamento
das culturas com os bloqueadores anti-TLR2 e anti-TLR4 e infec¢cdo com L.braziliensis
por 72 horas, o meio de cultura foi substituido pelo meio para crescimento de
leishmanias, (Schineider) por mais 72 horas (n=5) e o numero de promastigotas
viaveis nos sobrenadantes das culturas foi avaliado através da contagem em camara
de Neubauer (Figura B). Os resultados estdo apresentados em mediana e todos 0s
valores de p foram obtidos através do teste estatistico de Wilcoxon. p> 0,05

8. EFEITO DA NEUTRALIZACAO DE TLR2 E TLR4 NA PRODUCAO DA
EXPLOSAO RESPIRATORIA EM MONOCITOS DE PACIENTES COM
LEISHMANIOSE CUTANEA
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Figura 12: Neutralizacdo de TLR2 e TLR4 interfere na explosao respiratdria por
monécitos de pacientes com LC. Mondcitos do sangue periférico de pacientes com
LC (n=10) e CS (n=10) foram neutralizados com anticorpos anti-TLR2 e anti-TLR4 e
em seguida infectados com L.braziliensis (5:1) por 25 minutos. As células foram
marcados com anticorpos anti-CD14 para a caracterizacdo dos monécitos. A producao
da exploséao respiratéria foi mensurada a partir da oxidacdo do DHR. A expressao dos
receptores foi realizada através da técnica de citometria de fluxo e a andlise foi feita
através do programa FlowJo (Figura A). Os dados foram representados em mediana
da média de intensidade de flurescéncia da expressdo de DHR nos mondcitos de
pacientes com LC (Figura B) e de mondcitos de CS (Figura C). Como controle positivo
a producdo da explosdo respiratoria foi utiizado o PMA. Os resultados estédo



apresentados em mediana e todos os valores de p foram obtidos através do teste
estatistico de Wilcoxon **p<0.01.

9. AVALIACAO DA PRODUCAO DAS CITOCINAS TNF E IL-18 APOS A
NEUTRALIZACAO DOS RECEPTORES TLR2 E TLR4 EM MONOCITOS DE
PACIENTES COM LEISHMANIOSE CUTANEA E CONTROLES SADIOS
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Figura 13: Avaliagdo da producéo das citocinas TNF e IL-18. CSMPs do sangue
periférico de pacientes com LC (n=15), foram tratados ou ndo com anticorpos anti-
TLR2 e anti-TLR4. As células foram infectadas com L.braziliensis (5:1) por 48 horas. A
producdo de IL-1B foi quantificada através da técnica de ELISA (Figura A) e a
frequéncia de células que expressam IL1[B (n=5) foi realizada através da técnica de
citometria de fluxo (Figura B). A expressao de TNF foi avaliada através da técnica de
de ELISA, ap6s 8 horas de infeccéo (Figura C), e a frequéncia de células produtoras
de TNF foi avaliada através da técnica de citometria de fluxo, (Figura 6D. Os
resultados estdo apresentados em mediana e todos os valores de p foram obtidos
atraveés do teste estatistico de Wilcoxon *p< 0.05, **p<0.01.
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Figura 14: Avaliagdo da producdo de IL-10. Mondcitos do sangue periférico de
pacientes com LC (n=15), foram tratados ou ndo com anticorpos anti-TLR2 e anti-
TLR4. As células foram infectadas com L.braziliensis (5:1) por 48 horas. A
representacdo da estratégia utilizada para a andlise com a técnica de citometria de
fluxo (Figura A). A producgdo de IL-10 foi quantificada através da técnica de ELISA
(Figura B). A expressédo de IL-10 foi avaliada através da técnica de citometria de fluxo,
sendo apresentada através da frequéncia de células (Figura 6C). Os resultados estdo
apresentados em mediana. Os valores de p foram obtidos através do teste estatistico
de Wilcoxon, p>0.05.
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10. AVALIACAO DA PRODUCAO DAS QUIMIOCINAS CXCL9 E CXCL10 EM
MONOCITOS DE PACIENTES APOS A NEUTRALIZACAO DOS
RECEPTORES TLR2 E TLR4
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Figura 15: Avaliacéo da producgdo das quimiocinas CXCL9 e CXCL10. Mondcitos
do sangue periférico de pacientes com LC (n=15), foram tratados ou n&do com
anticorpos anti-TLR2 e anti-TLR4. As células foram infectadas com L.braziliensis (5:1)
por 48 horas. A producdo de CXCL9 (Figura A) e CXCL10 (Figura B) foi quantificada
através da técnica de ELISA. Os resultados estdo apresentados em mediana e todos
os valores de p foram obtidos através do teste estatistico de Wilcoxon, ***p<0.001.



11. EFEITO DA NEUTRALIZACAO DE TLR2 E TLR4 EM CELULAS DE
BIOPSIAS DE PACIENTES COM LEISHMANIOSE CUTANEA

(A) (B)
5000 " 600-
"
4000- —_
z T 400-
S, 3000 >
2 2
mn | Q.
L 2000 = 200- (C)
z -
10004 801
0 T 0 ) 60
Meio  oTLR2+ Meio  aTLR2+ E
LR aTLR4 <
£ 40-
(C) (D) ST
-

25000 2500- = 204
~20000{ —— ~ 20004 0 .
§ g Meio aTLR2+
S 15000- 8 1500- aTLR4
o o
o 10000- 7} 10004
2 e
O 50001 O 5004

0 . 0 :
Meio aTLR2+ Meio aTLR2+
aTLR4 aTLR4

Figura 16: Avaliacdo da producdo das citocinas e quimiocinas por células de
biopsias de pacientes com LC. As biopsias (n=9) foram divididas em 2 fragmentos
de igual peso e em seguida tratadas ou ndo com 0s anticorpos neutralizadores anti-
TLR2 e anti-TLR4. Os sobrenadantes das culturas foram coletados apés 48 horas e as
citocinas TNF (Figura A), IL-1B (Figura B), IL-10 (Figura C) e as quimiocinas CXCL9
(Figura D) e CXCL10 (Figura D) foram quantificadas através da técnica de ELISA. ).
Os resultados estdo apresentados em mediana e todos os valores de p foram obtidos
através do teste estatistico de Wilcoxon p< 0.01.



l. RESUMO

Introducédo: A Leishmaniose cutanea humana (LC) causada por Leishmania
braziliensis caracteriza-se pelo aparecimento de uma leséo, geralmente unica,
e por uma forte resposta inflamatéria que esta associada ao desenvolvimento
da ulcera leishmaniotica. Os mondcitos/macrofagos sdo as principais células
que albergam o parasito e também sdo responsaveis pela sua destruicao.
Mondcitos/macréfagos de pacientes com LC infectados com L. braziliensis
produzem mais moléculas inflamatorias quando comparado com células de
controles sadios (CS), mas ndo tem capacidade de eliminar a leishmania. A via
de sinalizacdo dos receptores Toll-like (TLR) € um dos primeiros sistemas de
defesa contra patdgenos e leva a transcricdo de mediadores inflamatérios
como a producdo de IL-1p e TNF durante a resposta imune inata.
Recentemente nés documentamos que mondcitos de pacientes com LC
expressavam mais TLR2 e TLR4 do que células de CS e essa expressao
estava associada a maior producdo de TNF, principal citocina associada ao
desenvolvimento da lesdo na LC. O uso de drogas antagonistas de TLRs ja
tem sido avaliado em modelos pré-clinicos e clinicos de doencgas inflamatérias.
A nossa hipétese é que o bloqueio desses receptores pode atenuar a forte
resposta inflamatéria observada nessa doenca. Objetivos: Avaliar o papel de
antagonistas de TLR2 e TLR4 na modulacdo da forte resposta inflamatoria
observada na LC causada por L.braziliensis. Métodos: Mondcitos de pacientes
com LC e de CS foram tratados com anticorpos bloqueadores de TLR2 e TLR4
e infectados com L.braziliensis. A expressdo da explosdo respiratéria foi
analisada através da citometria de fluxo. A avaliacdo da infeccdo dos
mondcitos foi determinada por microscopia Optica. Células da lesdo também
foram tratadas com anticorpos bloqueadores de TLRs. A avaliacdo da producao
de quimiocinas e citocinas foi avaliada através de citometria de fluxo e da
tecnica imunoenzimatica (ELISA). Resultados: A expressédo de TLR2 e TLR4
ex Vvivo e apos infeccdo em mondcitos de pacientes com LC foi maior quando
comparado com monécitos de CS. O bloqueio de TLR2 e TLR4 reduziu a
resposta oxidativa em células de pacientes com LC, mas ndo em células de
CS. Apoés o bloqueio desses receptores o numero de células infectadas e do
ndamero de parasitas internalizados diminuiu nos mondcitos de pacientes com
LC. O blogueio simultaneo desses receptores também diminuiu a producao de
IL1B e TNF por mondécitos de pacientes com LC. Também foi observada uma
diminuicdo da producdo de TNF por células das biopsias apds bloqueio
simultaneo dos receptores. Conclusao: Os resultados desse estudo sugerem
gue os receptores TLR2 e TLR4 participam do processo de internalizacdo da
Leishmania braziliensis e da forte resposta inflamatéria responsavel pelo
desenvolvimento da Ulcera leishmaniética. E abre pespectivas para o uso de
drogas anti-inflamatérias, bloqueadoras desses receptores, como terapéutica
associada ao tratamento convencional.
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