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RESUMO
LETICIA NUNES DE SOUSA

O PAPEL DE CELULAS T GAMA DELTA (y8) NA INFECCAO POR LEISHMANIA
AMAZONENSIS EM CAMUNDONGOS C57BL/6

Orientador: Herbert Leonel de Matos Guedes
Co-orientador: Jualio Souza Dos Santos

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldogicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

As leishmanioses sdo um grupo de doencgas negligenciadas causadas por diferentes espécies
do protozodrio do género Leishmania, como Leishmania amazonensis, agente etioldgico da
leishmaniose cutanea difusa no Brasil. Sua transmissdo ocorre por meio do repasto sanguineo
realizado por flebotomineos fémea infectados. Nosso grupo ja demonstrou que camundongos
Sv129 sdo suscetiveis a infec¢do por L. amazonensis e fol observado que passam por uma
expansdo de células T yd produtoras de IL-17 (Dos-Santos, J. S. et al., 2019). No entanto,
devido a grande quantidade de camundongos knockouts e reporter no background C57BL/6,
foi realizada a migracdo do modelo de Sv129 suscetiveis para o modelo experimental em
camundongos C57BL/6 parcialmente resistentes. Dessa forma, podemos investigar diferentes
contextos imunolégicos, inclusive relacionados a sinalizacdo de 1L-22, 1L-23 e elastase que
podem impactar no papel das células T yo. Portanto, o objetivo desse projeto € analisar a
infec¢do em camundongos C57BL/6 knockout (KO) para células T yo e citocinas 1L-23, IL-22
e elastase neutrofilica, nas fases crOnica e no pico e comparar com camundongos controles
WT. Para isso, os camundongos foram infectados pela via subcutanea no coxim plantar da
pata traseira direita, com 2x109 parasitas de L. amazonensis da cepa MHOM/BR/75/Josefa. A
evolucgdo da les@o foi medida semanalmente durante todo o experimento por paquimetria. Os
animais TCR delta” e Elastase” sdo parcialmente resistentes a infec¢do por L. amazonensis
no pico da infec¢do. No entanto, quando alcangam a fase cronica da infec¢do apresentam
similaridade na resolucdo da infec¢do. Por outro lado, IL-22 pode estar envolvida com a
protecdo no pico da infeccdo, visto que os animais IL-227 apresentaram uma lesdo mais grave
se comparado aos camundongos WT (Wild type). A quantificacdo da carga parasitdria foi
feita por Ensaio de Dilui¢do Limitante (LDA). Apesar da diferenca no tamanho das lesdes,
nao foi observado impacto na carga parasitiria na pata e nos linfonodos drenantes dos
diferentes camundongos utilizados. Além disso, foi realizada a citometria de fluxo para
andlise do perfil imunolégico dos camundongos, tanto no pico quanto na fase cronica da
infecgdo. Foi observado no pico da infeccdo que os animais IL-227 e IL-237 exibiram um
aumento no numero de células T yd totais e produtoras de IL-17A. Enquantos animais
elastase” e WT apresentaram maior frequéncia de T v produtoras de IFN-y do que os animais
IL-227 Outrossim, a produgio de IL-17A e IFN-y por células T y5 parece ser independente
da presenca de IL-23 nessa fase da infec¢do.

Palavras-chave: leishmaniose; células T gama delta; C57BL/6; imunopatologia
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ABSTRACT
LETICIA NUNES DE SOUSA

THE ROLE OF GAMMA-DELTA T CELLS (y8) IN LEISHMANIA AMAZONENSIS
INFECTION IN C57BL/6 MICE

Orientador: Herbert Leonel de Matos Guedes
Co-orientador: Julio Souza Dos Santos

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Conclusdo de Curso.

Leishmaniasis are a group of neglected diseases caused by varied species of the protozoan of
the genus Leishmania, such as Leishmania amazonensis, the etiological agent of diffuse
cutaneous leishmaniasis in Brazil. Transmission occurs through the blood meal taken by
infected female sandflies. Our group has previously shown that Sv129 mice are susceptible to
infection by L. amazonensis, and it has been seen that they undergo an expansion of IL-17-
producing yo T cells (Dos-Santos, J. S. et al., 2019). However, due to the considerable
number of knockout and reporter mice in the C57BL/6 background, the susceptible Sv129
model was migrated to the experimental model in partially resistant C57BL/6 mice. This
allows us to investigate different immunological contexts, including those related to IL-22,
IL-23, and elastase signaling, which may affect the role of yo T cells. Therefore, the aim of
this project is to analyze infection in C57BL/6 mice knockout (KO) for yd T cells and the
cytokines IL-23, IL-22, and neutrophil elastase, in the chronic and peak phases, and compare
them with WT control mice. To achieve this, mice were subcutaneously infected in the plantar
pad of the right hind paw with 2x10° parasites of L. amazonensis strain MHOM/BR/75/Josefa.
The progression of the lesion was measured weekly throughout the experiment using calipers.
TCR delta” and Elastase " mice showed partial resistance to L. amazonensis infection at the
peak of infection. However, when they reached the chronic phase of infection, they showed
similarity in infection resolution. On the other hand, IL-22 may be involved in protection at
the peak of infection, as IL-227 mice showed a more severe lesion compared to WT (Wild
type) mice. Parasite load quantification was performed by Limiting Dilution Assay (LDA).
Despite differences in lesion size, no impact on parasite load in the paw and lymph nodes of
the different mice used was seen. Additionally, flow cytometry was performed to analyze the
immunological profile of mice, both at the peak and in the chronic phase of infection. At the
peak of infection, IL-227 and IL-23"" mice exhibited an increase in the number of total Y& T
cells and IL-17A-producing cells, while elastase -/-and WT mice showed a higher frequency
of IFN-y-producing y8 T cells than IL-22" mice. Furthermore, the production of IL-17A and
IFN-y by yo6 T cells appears to be independent of the presence of IL-23 in this phase of
infection.

Keywords: leishmaniasis; C57BL/6; gamma-delta T cells; immunopathology
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QUAL O PAPEL DAS CELULAS T GAMA DELTA (y8) NA LEISHMANIOSE EM
CAMUNDONGOS RESISTENTES?

Orientador: Herbert Leonel de Matos Guedes
Co-orientador: Jualio Souza Dos Santos

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia
e aprovacao no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

As leishmanioses sdo um grupo de doengas causadas por um tipo de protozodrio chamado
Leishmania, sendo elas transmitidas através da picada do mosquito-palha. No Brasil, a
leishmaniose cutanea pode ser causada pela Leishmania amazonensis, ocasionado lesdes na
pele do individuo infectado. Em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo, observou-se
que camundongos Sv129 sdo suscetiveis a infec¢do por L. amazonensis. Além disso, esses
camundongos demostraram um aumento de um tipo especifico de células chamadas T yo
(gama-delta), que produzem uma substancia chamada IL-17. Os linfécitos T y8 sdo células
importantes na resposta imune. Dessa forma, o nosso grupo emprega o uso de camundongos
geneticamente modificados que ndo possuem esses linfocitos, com o objetivo de compreender
qual o impacto essa auséncia causaria durante o curso da infeccdo por esse protozodario. Os
animais foram infectados com o microrganismo causador da doenca para e foi realizada a
medicdo do tamanho das lesdes ao longo do tempo da infeccdo. Também calculamos a
gravidade da infeccdo através da quantificacdo dos parasitos presentas nas lesdes desses
animais. Assim, foi observado que os animais deficientes para as células T gama-delta
desenvolveram uma lesdo menor em comparacdo ao grupo controle. Nesse sentido, hd um
indicativo de que as células T yo estdo associadas com o agravamento da doenga. No entanto,
com relacdo a contagem de parasitos, nao foi observada diferenca com relacdo ao grupo
controle. Dessa forma, apesar dessas células afetarem o tamanho das lesdes, ndo afetam a
sobrevivéncia do protozodrio no hospedeiro.
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LV — Leishmaniose Visceral

Th — “T helper”
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1. INTRODUCAO
1.1 As leishmanioses

As leishmanioses s@ao um grupo de doencgas negligenciadas causadas por diferentes
espécies do protozodrio do género Leishmania. Podem apresentar diversas manifestagdes
clinicas de acordo com a espécie do parasita e sao divididas principalmente em Leishmaniose
Cutanea (LC), também conhecida como Leishmaniose Tegumentar Americana, e
Leishmaniose Visceral (LV) (OMS, 2023).

A Leishmaniose Tegumentar é a forma mais comumente encontrada no Brasil e
costuma afetar a pele ou algumas regides de cartilagem, como o nariz e o palato (Ministério
da Sadde, 2022). A Leishmaniose Tegumentar Americana pode ser subdividida em trés
formas clinicas: difusa, mucosa e localizada, que serdo mais detalhadamente descritas ao
longo deste topico.

A Leishmaniose Cutinea Difusa € uma forma mais grave e rara, caracterizada pela
presenca de varios nddulos ao longo do corpo. Além disso, é importante mencionar que em
pacientes imunocomprometidos as lesdes podem reaparecer mesmo apds o tratamento,
tornando-se uma patologia cronica. No Brasil, € causada principalmente por L. amazonensis
(Teixeira, 2013).

Outrossim, a Leishmaniose Cutdnea Mucosa € caracterizada por ocorrer como
resultado de um caso prévio de leishmaniose cutianea localizada, principalmente se o
tratamento tiver sido inadequado. Pode se manifestar meses ou anos apds a infec¢do inicial e
suas lesdes sdo destrutivas, restritas a face e direcionadas para as dreas de cartilagem. E
causada principalmente por L. braziliensis, L. panamensis e L. guyanensis (Llanos-Cuentas,
1984; Miranda Lessa, 2007; Teixeira, 2013).

No Brasil, a Leishmaniose Cutanea Localizada € causada principalmente por L.
amazonensis, L. guyanensis e L. braziliensis. Nessa forma clinica, a lesdo cutdnea se
desenvolve a partir do local onde o flebotomineo realiza o repasto sanguineo. Essa lesdo
costuma ser indolor, arredondada, com bordas elevadas, podendo apresentar dlcera ou nao
(Teixeira, 2013; Torres-Guerrero et al, 2017).

Sob outro contexto, a leishmaniose visceral é a forma mais grave e, se ndo for tratada,
pode levar o individuo ao 6bito. Por se tratar de uma forma sist€émica que acomete o figado,
baco e até a medula, os pacientes podem apresentar perda de peso, febre,
hepatoesplenomegalia e anemia severa. E causada principalmente por L. infantum na América

(Ministério da Sadde, 2023; Teixeira, 2013).



Apesar da ampla variedade de formas clinicas e espécies causadoras desta infec¢ao,
nesse projeto daremos enfoque a Leishmania amazonensis, espécie capaz de causar a

leishmaniose cutianea difusa, mucosa e difusa.

Figura 1 - Diferentes manifestacoes clinicas de Leishmaniose. A) Leishmaniose Cutinea Localizada (Foto de
J. Costa, CPqGM/FIOCRUZ, Bahia) B) Leishmaniose Cutinea Difusa (Foto de J. Costa, CPqGM/FIOCRUZ,
Bahia) C) Leishmaniose Cutanea Mucosa (Foto de J. Costa, CPqGM/FIOCRUZ, Bahia) D) Leishmaniose
Visceral (Ministério da satde)

1.2 Epidemiologia

As leishmanioses sdo causadas por mais de 20 diferentes espécies de protozodarios
pertencentes ao género Leishmania (Torres-Guerrero et al, 2017). A transmissdo dessas
doencas ocorre por meio do repasto sanguineo de flebotomineos fémeas infectadas, e esse
vetor € popularmente conhecido como o "mosquito-palha" (Bates, 2007). Além da variedade
de espécies causadoras da infec¢do, também ha uma diversidade de vetores desempenha um
papel na transmissao desse parasito, com as espécies de insetos dos géneros Phlebotomus (no
Velho Mundo) e Lutzomyia (no Novo Mundo) sendo os principais responsdveis por transmitir
a doenca (De Vries, 2022; WHO, 2023).

Esse grupo de doengas é endémico em quase 100 paises, dos quais 89 sado
considerados endémicos para a leishmaniose cutanea (Reithinger et al., 2007., OPAS/OMS,
2023). E importante ressaltar que, dentre os nove paises responsdveis por notificar até 85%
dos casos de leishmaniose cutinea, trés deles estdo localizados nas Américas, sendo eles:
Brasil, Colombia e Peru (OPAS/OMS, 2023). De acordo com a Organizagdo Mundial da
Saide (OMS), mais de 1 bilhao de pessoas vivem em dreas endémicas para a leishmaniose, e
estima-se que ocorram anualmente cerca de 30.000 novos casos de leishmaniose visceral e

mais de 1 milhdo de novos casos de leishmaniose cutianea (WHO, 2023).



Vale ressaltar que as leishmanioses constituem um grupo de doengas
antropozoondticas, isso significa que o seu ciclo de transmissdo da doenga envolve tanto seres
humanos quanto animais ndo humanos, como cdes (OPAS/OMS, 2023). Essa caracteristica
dificulta o controle eficaz da transmissdo da doenga, visto que os caes infectados servem
como reservatdrios do parasito e podem contribuir para a manuten¢do da doenca em &reas
endémicas. Além disso, a presenga de caes infectados pode aumentar o risco de transmissao

para os seres humanos, tornando a leishmaniose uma preocupacgdo de satde publica.

1.3 O protozoario e seu ciclo de vida

Os protozodrios do género Leishmania sao parasitos intracelulares obrigatdrios
pertencentes a familia dos Tripanossomatideos (WHO, 2023). Leishmania spp possui um
ciclo de vida complexo que envolve diferentes hospedeiros definitivos e intermediérios. Os
seres humanos sdo considerados hospedeiros definitivos, nos quais o parasito é capaz de
causar a doenca. No entanto, determinados animais também podem funcionar como
reservatorios do parasita, o que significa que eles podem abrigar o protozodrio em seus corpos
sem desenvolver a doenca ou apresentar sintomas leves (Hommel et al., 1995). Esses
protozodrios sao encontrados em duas principais formas evolutivas: a amastigota, que reside
no hospedeiro mamifero, e a promastigota, que é restrita aos flebotomineos ou pode ser
cultivada em laboratério (Bates et al., 1994).

Quando a fémea do inseto vetor realiza o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado,
previamente infectado, adquire dessa maneira as formas amastigotas presentes no hospedeiro.
As formas amastigotas chegam ao intestino do fleb6tomo e, em seguida, sofrem uma série de
diferenciacdes até se tornarem promastigotas, atingindo sua forma mais infectiva, que € a
promastigota metaciclica (Bates et al., 2007).

Uma vez na forma metaciclica, as formas promastigotas sdo armazenadas na
proboscide, que durante o proximo repasto sanguineo serdo regurgitadas pelo inseto vetor,
juntamente com uma mistura de proteinas salivares e microbiota do intestino do vetor
(Abdeladhim et al., 2014; Dey et al., 2018). As promastigotas metaciclicas, penetram no
hospedeiro vertebrado e, dessa forma, se transformam em amastigotas intracelulares, que se
multiplicam, levando a infec¢do de outras células e ao desenvolvimento da doencga.

E importante mencionar que, apdés a infeccdo, as células fagociticas, como os
mondcitos e os neutréfilos, sdo as primeiras a serem recrutadas ao local da infec¢ao (Peters et
al., 2008). Por se tratar de um parasito intracelular obrigatdrio, é capaz de sobreviver e se

multiplicar em células do sistema fagocitico mononuclear, mais especificamente nos



fagolisossomos de macréfagos (Vasconcelos et al., 2014). Dessa maneira, consegue utilizar
mecanismos proprios para modular as vias de sinalizagdo das células hospedeiras, inibindo a
producio de citocinas e evadindo a resposta imune (Junghae, 2002).

O recrutamento dos neutrofilos pode estar relacionado a presenga das proteinas
salivares do vetor, uma vez que ja foi relatado na literatura que elas sdo importantes
quimioatraentes para neutréfilos (Guimardes-Costa et al., 2021). Apesar disso, os macréfagos
sdo os principais hospedeiros desse parasito, possivelmente devido ao periodo curto de vida

dos neutréfilos (Antoine et al., 1998).
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Figura 2 - O ciclo de vida de Leishmania spp. (Adaptado de Hurrell et al, 2016)

1.4 Imunobiologia das leishmanioses
As leishmanioses sdo caracterizadas, principalmente, por uma resposta imune Th1/Th2, uma
vez que a resposta mediada por células CD4 + Th1 ¢é associada a resisténcia a patologia,
através da produgio de citocinas pré-inflamatérias, como: IFN-y IL-12, IL-2, enquanto a
resposta CD4 + Th2 € associada a susceptibilidade mediada pela produgdo de citocinas, como:
IL-4, IL-13 e IL-5 (Srivastava et al., 2012). No entanto, existem muitos outros fatores que
podem influenciar na resisténcia ou suscetibilidade a doenga, como: o tamanho do indculo, a
via de inoculagdo, a espécie do parasito e o background animal (Dunning et al, 2009).

Em camundongos C57BL/6, que sdo reconhecidos por sua resisténcia a infec¢do por
Leishmania major, resulta na geracao de células Thl, que produzem citocinas como o IFN-y e

IL-12 capazes de combater a infec¢do. J4 em camundongos BALB/c, que sdo suscetiveis a



infeccdo, ocorre a geracdo de células Th2, que produzem citocinas como a IL-4, favorecendo
a progressdo da infecc¢do e impedindo a resolucao da doenca (Scott & Novais, 2016).

De maneira geral, é possivel observar que a producdo de IFN-y por células T ¢
fundamental para o controle da lesdo e da carga parasitdria em casos de infec¢do por L.
amazonensis (Pinheiro e Rossi-Bergmann, 2007). No entanto, diferentemente do que € visto
em modelo murino, na leishmaniose humana a producao de citocinas do perfil Th2 nao esta
diretamente relacionada com a manuten¢ao da doencga (Christensen et al., 2019), deixando em
aberto a possibilidade de outras células e citocinas estarem envolvidas com o perfil de
susceptibilidade ou resisténcia.

A partir desse momento, serd dado um destaque para as respostas envolvendo IL-17,
elastase, IL-22 e IL-23.

1.4.1 Eixo IL-17/elastase neutrofilica na leishmaniose

A importancia da IL-17, uma citocina pré-inflamatéria, produzida por células
Th17, T CD8+, NKT e, principalmente, células T yd (O’BRIEN et al., 2010), tem se
tornado cada vez mais evidente no contexto da leishmaniose. Embora seu papel nesse
contexto ainda ndo tenha sido completamente esclarecido, sua producdo ja foi
associada a patogenicidade (Dos-Santos et al., 2019; Lopez Kostka et al., 2009). Além
disso, € sabido que IL-17 € importante para o recrutamento de neutréfilos para o local
do repasto sanguineo (Tesmer et al., 2008).

Os neutrofilos, por sua vez, desempenham um papel crucial no
estabelecimento da infeccao por Leishmania spp., uma vez que sdo uma das primeiras
células a chegarem ao local da infeccdo. No entanto, dependendo da espécie do
parasito, os neutréfilos podem executar diferentes funcdes, o que pode levar a
resolucdo ou a progressao da doenca (Hurrel et al., 2016). Além da fagocitose, os
neutréfilos sdo capazes de liberar granulos toxicos e produzir NETs (Neutrophil
Extracellular Traps), que sdo estruturas compostas por cromatina, histonas, elastase e
granulos contendo proteinas toxicas que tém acdo antimicrobiana (Brinkmann et al.,
2004). Através da produg¢do de NETSs, os neutréfilos podem causar a morte de
promastigotas de L. amazonensis in vitro (Guimaraes-Costa et al., 2009). Por outro
lado, durante a infec¢do por L. major, eles podem atuar como uma espécie de "cavalo
de Troia", promovendo a disseminagdo do parasito e a progressao da doenca (Laskay
et al., 2003). Porém, sdo necessdrios mais estudos, uma vez que a funcdo
desempenhada pelos neutréfilos depende da espécie do parasito e do modelo de estudo

utilizado.



A elastase neutrofilica estd presente nas NETs e na superficie de macréfagos e
¢ uma serino peptidase. Foi observado na literatura que a elastase, que é secretada
principalmente por neutréfilos, mas também por macréfagos, durante quadros de
inflamacdo tem sua producdo aumentada na presenca de IL-17 (Hoshino et al., 2000).
Dias et al., 2019 descreve que no contexto da leishmaniose visceral a auséncia da
elastase neutrofilica (ela2) pareceu ser benéfica, uma vez que os camundongos
knockout apresentaram uma reducdo na carga parasitdria no figado e bago quando
comparados aos camundongos do tipo selvagem. Especialmente com relagdo a elastase
presente em macrofagos, foi obsevado que sua producdo € importante para
manutencdo da producdo de IFN-B, citocina importante para a sobrevivéncia do
parasito no espaco intracelular. Além disso, a inibicdo de elastase pode prejudicar a
ativagdo de células T yo induzida por neutrofilos (Towstyka et al., 2018), o que pode
impactar a produgdo de IL-17, visto que esses linfécitos sdo grandes fontes dessa
citocina. No entanto, sdo necessdrios mais estudos, uma vez que a funcdo
desempenhada e relevancia da elastase neutrofilica ainda nao foi totalmente elucidada.
1.4.2 IL-23, IL-22 e IL-17 na leishmaniose

IL-22 € uma citocina pertencente a familia IL-10, sendo sua produgdo
primariamente associada as células T CD4+ (Xie et al., 2000), especialmente na
presenca de IL.-23 sdo produzidas por células Th17 (Chung et al., 2006; McGeachy et
al., 2007). Além disso, pode ser produzida por células T CD8+, células Natural Killer
e cé¢lulas T yd, principalmente quando associada a presenca de IL-23 (Hamada et al.,
2009; Martin et al., 2009; Witte et al., 2010).

A funcdo de IL-22 tem sido fortemente associada ao reparo do dano tecidual na
pele (McGee et al., 2013). Como a patologia da leishmaniose cutanea envolve a
destruicdo tecidual, hd a necessidade premente de investigar seu papel nesse contexto.
No modelo de infec¢cdo de leishmaniose cutinea, ja foi observado um papel protetor
desempenhado por essa citocina em um modelo parcialmente resistente (Gimblet et
al., 2015). Além disso, a producdo e os niveis de IL-17 e IL-22 j4 foram previamente
associados a protecao frente a contra a leishmaniose visceral em humanos (Pitta et al.,
2009).

Ademais, ja foi observado que citocinas como IL-17 e IL-22 desempenham um
papel relevante na prote¢do contra infec¢des por parasitos intracelulares e podem ser
produzidas por células Th17 e células T yd (Nascimento et al., 2015; O'Brien et al.,
2009).



No cenario de estudo das leishmanioses tém surgido os linfocitos T yo, que até
o momento ndo tiveram a sua fung¢do descrita no contexto da leishmaniose cutianea
murina causada por L. amazonensis. Por se tratar de uma célula complexa, visto que
que possui um perfil dicotomico, sendo um dos maiores produtores de IL-17, mas
podendo também produzir IFN-y. Dessa forma, a depender da cepa do parasito e do
background animal, podem atuar de maneira diferente. Sabe-se também que a
presenca de IL-23 é capaz de aumentar a expressdo de IL-17 em células T y5 e Th17
(Sutton et al., 2009). Além disso, ativa outras células produtoras de IL-17, como T
CD8+ e neutréfilos (Kolls et al., 2004), demonstrando, assim, um mecanismo
envolvendo uma espécie de retroalimentacdo devido a dependéncia das citocinas e
células envolvidas.

No contexto da leishmaniose, j4 foi observado em um modelo de leishmaniose
cutanea em camundongos C5S7BL/6, que o eixo IL-23/IL-17 ndo interfere na resolugdo
da lesdo e nem na carga parasitdria. Apesar disso, os animais IL-237" apresentaram
producdo significativa de IFN-y, indicando um perfil predominantemente Thl,
enquanto os animais IL-177 apresentaram aumento da expressio de IL-4 e IL-10,
indicando um perfil mais relacionada a células regulatérias e Th2 (Dietze-Schwonberg
et al., 2016). Porém, em camundongos BALB/c infectados por leishmaniose cutanea,
o knockout para IL-23 apresenta menor lesdo e ndo hd impacto na carga parasitdria,
aliado a isso, apresentam um decaimento na produc¢do de IFN-y (Dietze-schwonberg et
al., 2018).

Por outro lado, em um estudo humano, foi observado que a sinalizacdo de IL-
23 € necessdria para a imunidade basal e induzida por IL-23 na produ¢do de IFN-y em
células T yo Vo2+ (Philippot et al., 2023). Nesse sentido, faz-se necessdria a
compreensdo do papel desempenhado por IL-23 e qual o seu impacto nas células T yo

no nosso modelo.

1.6 As células T y6 (Gama-delta)

As células T yd constituem uma subpopulagdo de linfocitos semelhante aos linfécitos
T CD4+ e T CD8+, embora possuam um receptor de antigeno tinico composto por cadeias y €
d, em contraste com os linfocitos T convencionais que expressam receptores de antigeno a e 3
(Chien et al., 1987; Marrack et al., 1987). Seu processo de desenvolvimento ocorre no timo,
originando-se de um progenitor comum aos outros tipos de linfécitos (Dudley et al., 1995;

Pennington et al., 2005). Esse processo tem inicio ainda no periodo fetal e ocorre em estagios



sucessivos, gerando diferentes subtipos com funcgdes e localiza¢des distintas (Chien et al.,
2014; Vantourout et al., 2013).

Em camundongos, os principais subtipos de linfocitos T yd estdo associados a
producdo de IFN-y e/ou IL-17. Os subtipos Vy1*, Vy5© e Vy7" estdo relacionados a produgio
de IFN-y, enquanto os subtipos Vy4™ ¢ Vy6* estdo associados a produgido de IL-17 (Ribot et
al., 2021). Embora representem uma minoria dos linfécitos T circulantes e nos Orgaos
linféides secunddrios, eles podem ser mais abundantes em tecidos periféricos, como pulmoes,
intestino e derme (Bonneville et al., 2010; Ribot et al., 2021).

As células T epidérmicas dendriticas (DETC), por sua vez, sdo células especializadas
encontradas na pele de camundongos. S3o células T yo que expressam TCRs idénticos,
compostos por cadeias de TCR contendo Vy5 e Vo1 (Bergstresser et al., 1985; O’Brien et al.,
2015). Essas células desempenham funcdes cruciais no sistema imunoldgico, incluindo a
vigilancia contra tumores (Girardi et al., 2001), a manutencdo da homeostase da pele (Sharp
et al., 2005) e o processo de cicatrizacdo (Jameson et al., 2002; Toulon et al., 2009). O que
reforca a necessidade de estudo dessas células no contexto de uma doenga como a
leishmaniose cutanea, que acomete, principalmente, a pele.

Diferentemente dos linfécitos aff (T CD4+ e T CD8+), as células T yd sdo capazes de
reconhecer uma ampla variedade de antigenos. Uma vez que podem reconhecer proteinas
soluveis de virus e bactérias, independentemente da apresentagdao via MHC, isso permite o
reconhecimento de glicolipideos e outros metabdlitos por meio da apresentacdo via CDI e
MR1 (“MHC Class I-related protein™) (Vidovi¢ et al., 1989; Vantourout et al., 2013; Van
Rhijn et al., 2015). Além disso, podem reconhecer fosfoantigenos por meio da apresentacdo
via butirofilina 2A1 e 3A1 (BTN2A1 e BTN3A1l) (Rigau et al., 2020). Além de CDIld,
também, expressam outros receptores importantes, como NKI1.1, PD-1 (Silva-Santos et al.,
2019; Papotto et al., 2017; Chien et al., 2014), além dos receptores Toll-Like e Natural Killer
(NKG2D e NKG2C), que estdo envolvidos no reconhecimento de PAMPs (Lawand et al.,
2017). Além disso, podem atuar de forma citotoxica, secretando granulos que levam a
liberacdo de granzima (uma protease pro-apoptética) e perforina (uma molécula que forma
poros na célula) (Todaro et al., 2009). Sua capacidade de reconhecimento independente de
antigenos e a expressao de receptores importantes para a imunidade inata tornam essas células
fundamentais na integracao das respostas imunes inata e adaptativa.

Embora estejam em menor niimero em comparac¢ao com outros linfocitos, as células T
v0 podem se expandir nos linfonodos drenantes do local da infec¢ao e no bago em resposta a

infec¢des (Dos-Santos et al., 2019; Deroost et al., 2018). Em outras doengas parasitarias,



como as infec¢des por Plasmodium spp., a expansdao de linfécitos T yd em pacientes e
modelos experimentais também demonstrou ter um papel protetor, possivelmente mediado
pela producdo de citocinas e pela capacidade citotoxica desses linfocitos, levando a morte
direta ou a liberag¢do de granulos na presenca de merozoitas (Costa et al., 2011; Deroost et al.,
2018). Além disso, camundongos com linfocitos T yo depletados nao sdo capazes de resolver
a infeccdo por Plasmodium berghei, corroborando a hipétese de que essas células
desempenham um papel importante na protecdo contra a doenca (Kobayashi et al., 2007).
Observou-se também que essas células sao capazes de suprimir a infec¢ao por Plasmodium
falciparum, por meio da fagocitose e da liberacdo de granzima B, uma protease pré-apoptotica
(Junqueira et al., 2021).

Conforme observado na literatura, essas células tém sido fortemente associadas a um
papel protetor contra doencas infecciosas. Além disso, t€ém sido objeto de estudo no contexto
da imunoterapia contra o cincer, em grande parte devido a sua capacidade de reconhecer
diversos antigenos e atuar seletivamente contra células cancerigenas (Deng et al., 2022).

A atividade das células T yd pode ser modulada por diversas células, moléculas e
citocinas. Como, por exemplo, através da secrecdo de elastase neutrofilica, que tem sido
identificada como um fator de influéncia, uma vez que a inibicdo dessas serino peptidases
impede a ativacao das células T yd induzida por neutrofilos (Towstyka et al., 2018). Além
disso, foi relatado que durante infec¢des por E. coli, a producdo de IL-17 por células T yd
desempenha um papel importante no controle do infiltrado de neutréfilos, como evidenciado
pela reducdo do infiltrado quando o IL-17 € neutralizado (Shibata et al., 2007).

Dada a capacidade das células T y6 de produzir citocinas de forma dual, como I[FN-y e
IL-17, seu papel assume relevancia em diferentes infec¢des. Nesse contexto, estudos na
literatura destacam a importancia das células T yo produtoras de IFN-y, seja no contexto viral
(Khairallah; Déchanet-Merville; Capone, 2017) ou parasitario (Pamplona; Silva-Santos, B.
2021). Por outro lado, as células produtoras de IL-17 desempenham um papel protetor contra
infeccdes fungicas (Conti et al., 2014) e bacterianas, como em casos envolvendo
Staphylococcus (Papotto; Ribot; Silva-Santos, 2017).

E sabido que as células T yd tém a capacidade inata de produzir IL-17 na presenca de
IL-23 (Sutton et al., 2009). E, especialmente em estados inflamatérios, € comum observar
uma expressao elevada de IL-23R por parte das células T yo (Malik; Want; Awasthi, 2016). O
que pode estar associado a estimulagcdo da producgao de IL-17 por essas células (Riol-Blanco

et al.,2010).
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Visto isso, é possivel perceber que esses linfécitos desempenham um papel
fundamental na defesa do organismo contra agentes invasores, e a funcdo a ser desempenhada
por eles estd intimamente ligada ao perfil de producdo de citocinas. Dessa forma, torna-se
necessdrio estudar o papel imunolégico dessas células em diferentes contextos de producao de
citocinas.

1.7 As células T o e a leishmaniose cutanea experimental

Conforme mencionado anteriormente, as células T yd possuem um perfil dicotdmico,
uma vez que podem estar associadas a producdo de IL-17 ou IFN-y. No contexto da infec¢ao
por Leishmania spp, a producdo de diferentes citocinas pode resultar em diferentes perfis de
carga parasitdria e lesdes. Visto que, na literatura, a producdo de IFN-y ¢ frequentemente
associado a protecdo contra a infec¢cdo por L. amazonensis, enquanto a produgdo de IL-17 esta
frequentemente relacionada ao agravamento da leishmaniose cutanea (Pinheiro et al, 2007;
Lopez Kostka, 2009). Entretanto, o modelo animal também influencia no papel
desempenhado por essa célula.

Dessa forma, ainda ndao hd um consenso na literatura quanto ao papel desempenhado
por essas células. J4 que no contexto da infeccdo por L. major, camundongos C57BL/6
parcialmente resistentes t€ém nas células T yd a principal fonte de IL-17 (Dietze-Schwonberg
et al., 2019). Por outro lado, em camundongos BALB/c suscetiveis as células T CD4+ sdo a
principal fonte de IL-17, havendo uma maior produ¢do em comparagdo ao C57BL/6. Além
disso, camundongos BALB/c knockout para IL-17 demonstraram resisténcia parcial a
infeccao, reforcando a hipétese de que IL-17 pode estar relacionada a progressdo da doenca
nesse modelo (Lopez Kostka et al., 2009). Entretanto, em outros modelos de infeccdes por
parasitos intracelulares, ja foi observado que citocinas como IL-17 e IL-22 desempenham um
papel relevante na prote¢dao e podem ser produzidas por células Th17 e T yo (Nascimento et
al., 2015; O’Brien et al., 2009).

Apesar de estudos na literatura terem demonstrado que, em modelos de infec¢do por
leishmaniose cutdnea, em camundongos C57BL/6 parcialmente resistentes, as células T yo
ndo atuam no controle do desenvolvimento da lesdo e da carga parasitaria (Satoskar et al.,
1997; Hartley et al., 2016). Por outro lado, em modelos de infec¢do por L. major (LV39) e L.
amazonensis (Josefa) em camundongos BALB/c suscetiveis, observou-se que o bloqueio da
sinalizacdo do receptor TCR yo resulta em uma lesdo e carga parasitiria maiores em
camundongos infectados (Rosat et al., 1993; Pinto et al., 2003). Demonstrando que, no

modelo suscetivel, essas células sdo importantes para a protecao.
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Ademais, em um modelo de vacinagdo oral com antigenos de L. amazonensis, o papel
protetor da imunizagdo em animais BALB/c foi revertido quando os linfocitos T yd foram
depletados, indicando a possibilidade de que essas células sejam importantes para o
mecanismo de protecao da vacina (Pinto et al., 2003). No entanto, ainda ndo ha um consenso
na literatura sobre a fun¢do desempenhada por esses linfocitos no contexto da leishmaniose
cutanea murina, uma vez que pode depender da cepa do parasito e do background animal.
Dessa forma, o estudo da funcdo dessas células € essencial para o melhor entendimento da
resposta imune mediada por células T yo frente a infec¢ao por Leishmania spp, o que pode ter
um impacto significativo no desenvolvimento de novas estratégias terap€uticas eficazes

contra doencas infecciosas.

2. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses sao um grupo de doencas tropicais negligenciadas (DTNs), devido a
isso, hd uma escassez de estudos sobre a doenca que busquem compreender a imunologia da
infeccdo em busca de melhores abordagens terapéuticas. Uma vez que as terapias disponiveis
atualmente ndo sdo satisfatdrias, visto que possuem uma alta toxicidade e ndo hd uma vacina
para humanos disponivel ainda. Nesse sentido, faz-se necessario o estudo de diferentes
cendrios imunolégicos, na busca da compreensao dos mecanismos envolvidos na patologia da
doenca onde poderiamos interferir a fim de desenvolver terapias alternativas e/ou uma vacina.

Anteriormente, 0 nosso grupo observou que em camundongos Sv129 suscetiveis a L.
amazonensis ha uma expansao de células T yd produtoras de IL-17 nos linfonodos drenantes
durante a infec¢do por L. amazonensis (Dos-Santos et al., 2019). Além disso, foi observado
que a presenca de IL-17 e células T yo estdao associadas a lesdes de pacientes infectados por
Leishmania amazonensis e outras espécies (Darabi et al., 2002; Ribeiro et al., 2021). Para dar
prosseguimento ao estudo da avaliagdo do impacto das células T yd em modelo experimental,
nos realizamos a migracdo do modelo suscetivel (Sv129) para o modelo parcialmente
resistente (C57BL/6), devido a maior disponibilidade de camundongos knockouts e reporter
nesse background.

Os linfocitos T 0 ainda ndo tiveram a sua funcio descrita no contexto da leishmaniose
cutinea causada por L. amazonensisem camundongos C57BL/6 totalmente elucidada. Devido
a sua dicotomia, apesar de serem um dos maiores produtores de IL-17, também possuem a
capacidade de produzir IFN-y, a depender da cepa do parasito e do background animal,

podendo atuar de maneira diferente e resultar em um desfecho diferente da doenca.
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Nesse sentido, existem citocinas e moléculas que constituem importantes sinaliza¢des
intermedidrias para que essa célula desempenhe as suas func¢des, portanto a avaliacdo das
mesmas precisa ser explorada em diferentes contextos imunoldgicos, e, para isso,

empregaremos o uso de camundongos knockouts de elastase neutrofilica, IL-22 e IL.-23.

3. OBJETIVO
O projeto tem como objetivo geral avaliar o papel das células T gama delta (yd) no
contexto da infec¢do por Leishmania amazonensis em camundongos C57BL/6 knockout (KO)
para células T yd, IL-23, IL-22 e elastase neutrofilica, durante a fase de pico e crdnica.
3.1 Objetivos especificos
1. Avaliar a lesdo e carga parasitiria em camundongos C57BL/6 WT e knockouts
infectados com L. amazonensis;
2. Avaliar a expansdo de células T yd em linfonodos drenantes de camundongos
C57BL/6 WT e knockouts infectados com L. amazonensis;
3. Avaliar a inducdo de producdo IL-17 por células T y6 em camundongos C57BL/6 WT
e knockouts infectados com L. amazonensis;
4. Avaliar a producdo de IL-17 e IFN- y por camundongos C57BL/6 WT e knockouts

infectados com L. amazonensis.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Os camundongos da linhagem C57BL/6 foram obtidos do Biotério Central do CCS.
Foram utilizados knockouts para IL-23, IL-22, elastase e TCR delta que foram obtidos do
Biotério Geral da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP. Os animais foram
mantidos em gaiolas com cama de maravalha e receberam dgua filtrada e alimento comercial
Nuvilab. Todos os procedimentos realizados com os animais foram previamente aprovados
pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) em Experimentacio Cientifica do CCS da
UFRIJ, sob o protocolo CEUA: (A07-21-037-20)
4.2 Parasito

Os parasitos foram isolados a partir das lesdes de camundongos BALB/c infectados
com Leishmania amazonensis cepa MHOM/BR/75/Josefa conforme descrito no tépico 4.5.
Foram mantidos como promastigotas em meio de cultura M199 (Sigma-Aldrich)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e hemina (400ug/200ml) incubado a 26°C.

4.3 Infeccio e paquimetria
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4.3.1 Lavagem e contagem da Leishmania amazonensis

Para realizar a infeccdo € necessdrio realizar a lavagem da cultura do parasito que serd
utilizado e a contagem do indéculo. Em fluxo laminar, a garrafa contendo a cultura de
Leishmania em fase estaciondria foi vertida em um falcon de 50 mL. Em seguida, o falcon foi
avolumado com PBS estéril até completar os 50 mL e centrifugado a 1000 x G por 10
minutos. Seguido da primeira centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 1ml de PBS, o falcon foi avolumado novamente para 50ml e foi
centrifugado. Apds essa etapa, o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido com
PBS e avolumado para 1 mL no falcon. Foram retirados 10 uL. do falcon e adicionados em
uma solucdo (1) de paraformaldeido 1% contendo 990 uL, depois de homogeneizado, foram
retirados 10 pL dessa solucdo e transferidas para uma solucdo (2) de paraformaldeido 1%
contendo 90 pL, para contagem. O falcon foi avolumado novamente para o seu total e
centrifugado novamente, enquanto a solu¢do com paraformaldeido foi contada em
microscopio utilizando uma camara de neubauer, onde os 25 quadrantes centrais foram
contados. Apds a terceira lavagem, o sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido
novamente com PBS, totalizando 1 mL. Foram retirados 100 uL do falcon e transferidos para
um eppendorf, que foi avolumado para 1 mL com PBS estéril, totalizando uma solucao com
concentracdo final de 1x10% onde a cada 20 uL teremos a concentra¢do desejada do inéculo e
2x10°.

4.3.2 Infeccao e acompanhamento da lesao

Os animais utilizados foram infectados no coxim plantar da pata traseira direita, com
o auxilio de uma seringa (HAMILTON) com 2x10¢ promastigotas de L. amazonensis
(MHOM/BR/75/Josefa) em um volume de 20 uL de phosphate-buffered saline (PBS). O
acompanhamento da lesdo durante todo o experimento foi realizado com um paquimetro
Mitutoyo. O tamanho das patas também foi medido previamente a infec¢do, de modo que, o
avanco da lesdo serd calculado a partir da diferenga entre o tamanho da pata infectada e o
tamanho antes da infeccao.

4.4 Ensaio de Diluicao Limitante (LDA)

O LDA foi realizado para determinar a carga parasitiria presente nos Orgdos dos
animais previamente infectados. Para isso, os linfonodos e patas foram removidos
cirurgicamente, as patas foram colocadas em dlcool 70% para desinfec¢do por 1 minuto. Em
seguida, todos os 6rgaos foram pesados e macerados com 1 mL de meio M199 (patas) e 1 mL
de RPMI (linfonodos) em fluxo laminar. Posteriormente a isso, 50 uL do macerado obtido de

cada um dos animais foi transferido para uma placa de 96 pocos.
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Em uma placa de 96 pogos, 150 uL. de meio de cultura M199, suplementado com 10%
de SFB e hemina (400pg/200ml), foi adicionado em cada um dos pogos. No primeiro pogo,
50 uL da amostra foram adicionados e, em seguida, uma diluicdo de 1:4 foi realizada,
transferindo 50 pL da dilui¢do para o pogo seguinte, resultando em um total de 24 dilui¢des
por amostra. Por fim, as placas foram colocadas em uma incubadora de demanda de bio-
oxigénio (BOD) a 26°C por 7 a 14 dias. Passado esse tempo, o ultimo po¢o a mostrar
crescimento de promastigotas, observado em microscépio de luz, foi marcado e utilizado para

calcular o nimero total de parasitas presentes no 6rgao. O calculo utilizado foi o seguinte:
Numero de parasitas = 4x/ (massa de 6rgaos em gramas); onde x € o niimero da dilui¢cao do dltimo poco no qual

os parasitas foram observados.

4.5 Citometria de fluxo

ApOs a eutandsia dos animais, os linfonodos drenantes foram coletados e processados
conforme descrito anteriormente, e a quantificacdo celular foi realizada com o auxilio da
camara de Neubauer em microscopio de luz, utilizando azul de tripam. Apds a contagem,
1x10¢ células foram plaqueadas em uma placa de 96 pogos. A coloragdo de marcadores
intracelulares e extracelulares foi realizada de acordo com as instrucdes de cada fabricante. As
células foram reestimuladas ex vivo ao longo de 4 horas com 13-acetato de 12-miristato de
forbol (PMA; 20ng/mL) e ionomicina (1pug/mL) na presenca de um inibidor do complexo de
Golgi (brefeldina A) para anélise de citocina intracelular. Os marcadores extracelulares foram
corados por 30 minutos, € as células foram fixadas e permeabilizadas para permitir a
coloracdo intracelular por 60 minutos. Células de linfonodos de camundongos infectados e
controles foram fenotipadas de acordo com os critérios descritos por Cossarizza et al. (2017).
Os anticorpos utilizados neste trabalho foram: anti-CD3 (BV421, BioLgend, San Diego, CA,
USA - 1:200), anti-CD4 (APC-CY-7, BioLgend, San Diego, CA, USA - 1:200), anti-TCRyd
(BV510, BioLgend, San Diego, CA, USA - 1:200) e anti-CD8 (PERCP-CY-5.5, BioLgend,
San Diego, CA, USA - 1:200) para os marcadores extracelulares, anti-IL-17 (APC, BioLgend,
San Diego, CA, USA - 1:100) e anti-IFN-y (PE, BioLgend, San Diego, CA, USA - 1:200)
para os marcadores intracelulares. A andlise foi realizada no software FlowJo.

5. RESULTADOS
5.1 Células T 76 e Elastase Neutrofilica agravam a lesio em camundongos C57BL/6
infectados por L. amazonensisna fase de pico da infeccao.

A fim de avaliar o papel das sinalizacdes intermedidrias envolvidas na func¢do

desempenhada pelas células T yd, animais knockout para IL-23, elastase, TCR o, e C57BL/6
WT como controle, foram infectados com um inéculo de 2x10° de L. amazonensis

(MHOM/BR/75/Josefa) pela via subcutanea. Foi observado que até 40 dias apds a infec¢ao
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todos os animais apresentam perfil de lesdao semelhante (Figura 3a). No entanto, os animais
TCR &7 e Elastase 7~ apresentam controle da lesdo na fase de pico da infeccio, entre 40 e 60
dias ap6s a infeccdo, porém os animais WT e IL-237" apresentam aumento no tamanho da
lesdo em comparagdo com os, camundongos TCR &7 e Elastase” de modo que na fase de
pico suas lesdes s@o similares (Figura 3a). Além disso, € importante observar que os animais
IL-23" na fase cronica apresentam o aumento continuo da lesdo enquanto os animais WT tem
sua lesdo controlada (Figura 3a), demonstrando assim a possibilidade de envolvimento de IL-
23 no processo de controle da lesdo na fase cronica. Para quantificacdo da carga parasitaria foi
realizado o LDA a partir do sitio de infec¢do e linfonodos drenantes. Apesar da diferenca
significativa no tamanho das lesdes entre os animais C57BL/6 WT, TCR delta”, IL-23 e
elastase” durante o pico da infec¢dio, na fase cronica os seus perfis de lesdo sdo similares. Isso
pode ter influenciado para que ndo fosse observado diferenca em relacdo a carga parasitaria
presente na pata (Figura 3b) e no linfonodo drenante da lesdo (Figura 3c), ja que a eutandsia

foi realizada nesse momento.
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Figura 3 - A auséncia das células T 70 e elastase podem estar associados a melhora do perfil de lesdo no
pico da infeccdo. Os camundongos foram infectados com 2x1076 promastigotas no coxim plantar da pata
traseira direita. As lesdes foram acompanhadas semanalmente com o auxilio de um paquimetro ao longo de 140
dias apds infecc@o (A). Ao final do experimento foi realizado o ensaio de dilui¢do limitante (LDA) a partir do
principal sitio de infec¢do (patas) e dos linfonodos popliteos drenantes, com base nisso foi possivel avaliar a
carga parasitaria por grama de tecido dos camundongos C57BL/6 WT, TCR delta”, IL-237 e elastase™, na pata
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(B) e linfonodos drenantes (C) que apresentaram um perfil similar de carga parasitdria em ambos os tecidos.
(média SEM; n = 4-5). * diferenca estatistica entre C57BL/6 WT e TCR & 7; # diferenca estatistica entre
C57BL/6 WT e Elastase™; + diferenca estatistica entre C57BL/6 WT e IL-23 *-; @ diferenca estatistica entre IL-
23 e Elastase 7-; obtido a partir da anélise Two-way ANOVA utilizando o pés-teste de Bonferroni.

5.2 Os animais infectados por Leishmania amazonensis apresentaram maior celularidade
nos linfonodos drenantes da lesao
Com o objetivo de de avaliar a resposta imune e o papel das sinalizacdes

intermedidrias envolvidas na fun¢do desempenhada pelas células T yd, animais knockout para
IL-23, elastase, TCR &, e C57BL/6 como controle, foram infectados com um inéculo de 2x10°
de L. amazonensis (MHOM/BR/75/Josefa). Os linfonodos drenantes dos animais infectados
foram coletados, macerados e contados, para posterior andlise em citometria de fluxo. Os
animais infectados apresentaram maior celularidade, em compara¢do com os animais naives
(Figura 4a). Especialmente os animais deficientes de IL-23 infectados, apresentaram maior
celularidade em comparacdo com os animais TCR § e elastase”, que apresentaram menor

lesdo (Figura 4a).
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Figura 4 - Celularidade do linfonodo drenante dos animais C57BL/6 WT, TCR delta”, IL-23 " e elastase "
Os camundongos foram infectados com 2x106 promastigotas no coxim plantar da pata traseira direita. Ao final
do experimento foi realizada a contagem de linf6citos a partir dos linfonodos popliteos drenantes das lesdes dos
camundongos C57BL/6 WT, TCR delta 7, IL-237 e elastase” infectados e ndo infectados (naives) usando a
camara de Neubauer. (média = SEM o; n =4-5) * P <0,5; **P <0,01; ***P <0,001, obtido do teste t de Student.

Ao avaliarmos as populacdes de linfécitos T CD4* e T CDS8*, foi observado que os
animais elastase -/-infectados apresentaram redug@o na frequéncia de células T CD4" (Figura
Sa), porém, esse padrdo ndo se repete com relagdo ao numero (Figura 5b). Apesar de ndo
haver alteracdo na frequéncia, os animais IL-23 e TCR &7 infectados apresentam maior

ndmero de linfécitos T CD4* em comparagdo aos seus respectivos camundongos naives
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controle (Figura 5a, b). Destacando-se os animais IL-23" que superaram em numero, 0S
animais deficientes de células T yo e elastase infectados (Figura 5b). Os animais TCR 6 e IL-
237 infectados apresentaram maior niimero e frequéncia de células T CD8+, em comparacio
com seus respectivos camundongos naives controle (Figura 5c, d). Além disso, os animais
infectados IL-23" apresentaram maior nimero de células T CD8, se comparados aos animais
deficientes de células T yo e elastase infectados (Figura 5c¢). Enquanto os animais elastase
infectados ndo apresentaram aumento em nimero e frequéncia de células T CD8* (Figura 5c,
d).
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Figura 5 - Anilise da frequéncia e nimero de linfécitos T CD4* e T CD8*. Os camundongos foram
infectados com 2x10° promastigotas no coxim plantar da pata traseira direita. Os linfonodos dos camundongos,
TCR delta -/-, IL-23 -/-e Elastase -/-infectados e ndio infectados (naives) foram plaqueadas a 1x10° células por
poco e coradas para citometria de fluxo; frequéncia (A) e nimero total (B) de células T CD4*, frequéncia (C) e
nimero total (D) de células T CD8* e dot plot representativo (G, E, I) para animais naives e (H, F, J) para
animais infectados. (média = SEM o; n = 4-5) * P <0,5; **P <0,01; ***P <0,001, obtido do teste t de Student.

5.3 Os animais Elastase’ infectados por L. amazonensis exibiram uma diminui¢ido na
frequéncia de células T yd totais
Em seguida, determinamos a inducio de células T y& em animais IL-23, elastase " e

C57BL/6 ¢ WT. Foi observado que os animais IL-23 e elastase " infectados apresentam
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menor frequéncia de células T yo (Figura 6a), no entanto, em relagdo ao niumero hd um

aumento nos camundongos IL-23"

infectados (Figura 6b), o que pode estar relacionado ao
aumento de células no linfonodo (Figura 4a), visto que esses animais apresentaram a maior
lesdo em estdgios mais tardios da infeccdo (Figura 3a). Com relagd@o ao perfil imunolédgico, os
animais elastase” apresentaram diminui¢do de niamero de células T yd totais em comparagio
com os seus respectivos animais naive controle (6b). Além disso, os animais IL-23"

infectados, apresentaram maior nimero de células em comparagdao ao grupo naive controle

(6b).
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Figura 6- A infeccao por L. amazonensis reduz a frequéncia e nimero de células T y6 em animais elastase
-/-. Os camundongos foram infectados com 2x10° promastigotas no coxim plantar da pata traseira direita. As
células dos linfonodos de camundongos C57BL/6 WT, IL-23"¢ elastase - infectados e naives foram plaqueadas
a 1x10° células por pogo e coradas para citometria de fluxo; frequéncia (A) e nimero total (B) de células T
CD3*y4* e dot plot representativo (C, E, G) para animais naives e (D, F, H,) para animais infectados. (média +
SEM o0; n =4-5) *P <0,5; **P <0,01; ***P <0,001, obtido do teste t de Student.

5.4 Os animais IL-23" infectados por L. amazonensisapresentam expansio de células T
v0 produtoras de IL-17A
Com rela¢do a produgio de IL-17A por células T y3, os animais IL-23" infectados por

L. amazonensis tiveram seu nimero e frequéncia aumentados em comparagdo aos controles
naives (Figura 7a, b). Enquanto os animais Elastase” infectados exibiram frequéncia e
numero (7a, b) similares aos animais WT. Aliado a isso, ndo apresentaram diferenca se
comparados com o seu grupo naive controle (Figura 7a,b), indicando que a auséncia de

elastase pode impactar na induciio desse tipo celular. Por outro lado, os animais IL-237
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infectados superaram o numero e frequéncia de células T 0 produtoras de IL-17A em animais
WT e Elastase” infectados (Figura 7a, b). Indicando, que ndo s6 a producdo de IL-17A ¢é
independente na presencga de IL.-23, como também, que sua auséncia pode induzir o aumento
desse tipo celular. E interessante mencionar que o grupo elastase apresentava a menor lesdo
ao longo de toda a infeccdo, enquanto o grupo IL-237" sofreu um aumento de lesdo em fases

mais tardias da infec¢@o, o que pode estar relacionado com esse aumento.
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Figura 7 - As células T y6 produtoras de IL-17A sdo expandidas em camundongos IL-23 -/-infectados por
L. amazonensis. Os camundongos foram infectados com 2x10° promastigotas no coxim plantar da pata traseira
direita. As células dos linfonodos de camundongos C57BL/6 WT, IL-23" e elastase” infectados e naives foram
plaqueadas a 1x10° células por pogo e reestimuladas durante 4 h com PMA (20ng/mL) e ionomicina (1g/mL) e
depois coradas para andlise de citometria de fluxo. frequéncia (A) e ndmero total (B) de células T CD3*y6*IL-
17A*/ y3* e dot plot representativo (C, E, G) para animais naives e (D, F, H) para animais infectados. (média +
SEM o0; n =4-5) * P <0,5; **P <0,01; **** P<0,0001 obtido do teste t de Student.
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5.5 Os animais IL-23" infectados por L. amazonensis exibiram expansio de células T vy
produtoras de IFN- y
Tratando-se da populacdo de células T yo produtoras de IFN- v, foi observado que os

animais IL-23"7 infectados por L. amazonensis apresentaram maior frequéncia e nimero,
quando comparados com 0s seus respectivos animais naive controle e animais WT e elastase”"
infectados (Figura 8a). E possivel observar que os animais elastase” ¢ WT infectados nio
apresentaram diferenca com relacdo aos seus respectivos animais naive controle (Figura 8a,
b). Indicando que o contexto de infec¢do parece nao afetar a inducdo de de cé€lulas T yo

produtoras de IFN- y em camundongos WT.
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Figura 8 - As células T yd produtoras de IFN- y sdo expandidas em camundongos IL-23" infectados por L.
amazonensis. Os camundongos foram infectados com 2x10° promastigotas no coxim plantar da pata traseira
direita. As células dos linfonodos de camundongos TCR delta -~, IL-23 ¢ elastase 7~ infectados e naives foram
plaqueadas a 1x10° células por pogo e reestimuladas durante 4 h com PMA (20ng/mL) € ionomicina (1g/mL) e
depois coradas para andlise de citometria de fluxo. frequéncia (A) e niimero total (B) de células T CD3*yd*IFN-
v*/ y8* e dot plot representativo (C, E, G) para animais naives e (D, F, H) para animais infectados. (média + SEM
0; n = 4-5) **P <0,01; ***P <0,001, obtido do teste t de Student.

5.6 Os animais IL-237 infectados apresentaram maior nimero de células T CD4*
produtoras de IL-17A
Com relagdo as células T CD4* produtoras de IL-17A, nédo foi observada diferenga na

frequéncia em nenhum dos animais infectados e/ou ndo infectados (Figura 9a). Porém, o
nimero dessas células foi aumento em animais IL.-23" infectados, se comparados aos animais
infectados TCR & e Elastase”” (Figura 9b). Além de ter apresentado maior nimero de células T
CD4* produtoras de IL-17A, se comparados com os animais nio infectados (Figura 9b). E
importante ter em mente que o grupo IL-237 foi o grupo de maior lesdo, portanto o nimero de

células pode ter relacdo com a expansado dos linfonodos.




—
[\*]
L=

]

- -
(=] (4]
1 1

% T CD3'CD4*IL-17A* CD4* >
1]
1

(=]

21

X
+a 08
O 1074 E) Naive IL-23 -/- F) Infectado IL-23 -/-
- *
g 108 =1 * o 0=
o Al ! i k|
= 5 CO4+IL1T cD4
L — 4] CO4+ LT+ D4+ ILATs
E 10 ] '” 1,38 302
- o &)
— O 1034 -
i i ®
T 1 T T T 102 ! ' ! ! J 3
O .2 a0 .@ a0 L. S S o 107
& :a)q @b @\‘& (}b +@\ 6@ e'b\ &@ Q‘b\ l'}? T T T T T T T T T T
é ke_(l ’\00 g@ K_@ K@' o BOK WOk 180K 200K 250K 0 B0 WOK  1S0K 200K 280K
& & & 5 2 2 ¢ 00k
& & b 85C-A 85C-A
L33 Flagtase - TCR & IL-23 - Elastase
. : . G)Naive Elastase -/- H)Infectado Elastase -/
C) Naive TCR & -/- D)Infectado TCR & -/- ) '
L]
5 0 4 o=
0 g w0 1
CO4s IL-17+ 4] CD4+ 117+
CDa+IL-17+ 4 ] CD4* IL-17+ 248 L 267
0 el 0 .26 L ] 67
& ] ~
- I
=
:! 10 4 Y s —
E| 4 e £
o1k ¥l
3.: 3 d 14 o 4
» 1 T T T T o T N i 1 ' ° T T T T T T T T T T
0 SOK 100K 150K 200K 240K O EOK 100K 180K 200K 290K 0 80K 100K 150K 200K 250K S I
sscA 3804 88C-A S8C-A

Figura 9 - Os animais IL-23" infectados apresentaram maior nimero de células T CD4* produtoras de IL-
17A. Os camundongos foram infectados com 2x10° promastigotas no coxim plantar da pata traseira direita. As
células dos linfonodos de camundongos TCR delta -, IL-23" "¢ elastase 7~ infectados e naives foram plaqueadas a
1x10° células por pogo e reestimuladas durante 4 h com PMA (20ng/mL) e ionomicina (1g/mL) e depois coradas
para andlise de citometria de fluxo. frequéncia (A) e nimero total (B) de células T CD3*CD4*IL-17A*/ CD4* e
dot plot representativo (C, E, G) para animais naives e (D, F, H) para animais infectados. (média + SEM o; n =
4-5) * P <0,5; **P <0,01, obtido do teste t de Student.

5.7 Os animais IL-23 7~ infectados por Leishmania amazonensis apresentaram expansio
de de células T CD4* produtoras de IFN-y

Foi observado, com relagao as células T CD4* produtoras de IFN-y, um aumento na
frequéncia e nimero desse tipo celular em camundongos IL-237" durante a fase cronica da
infecgdo por L. amazonensis (Figura 10a, b). Isso indica que a producdo de IFN-y por células
T CD4* ocorre independentemente da presencga de IL-23 e o contexto de infecgdo € capaz de
modular a intensidade de producdo. Além disso, seu nimero e frequéncia superaram os
animais TCR & e Elastase” (Figura 10a, b). Por outro lado, os animais Elastase e TCR. & -
infectados ndo apresentaram aumento com relacdo aos seus respectivos camundongos naives
controle (Figura 10a, b). Sugerindo que a producdo de IFN-y por células T CD4+ nado ¢
modulada pelo contexto de infeccao na auséncia de células T 0 e elastase e ¢ independente de
IL-23.
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Figura 10 - Os animais IL-23 - infectados por Leishmania amazonensis apresentaram expansio de células
T CD4* produtoras de IFN-y. Os camundongos foram infectados com 2x10° promastigotas no coxim plantar da
pata traseira direita. As células dos linfonodos de camundongos TCR delta 7, IL-23"¢ elastase 7~ infectados e
naives foram plaqueadas a 1x10° células por poco e reestimuladas durante 4 h com PMA (20ng/mL) e
ionomicina (1g/mL) e depois coradas para andlise de citometria de fluxo. frequéncia (A) e ndmero total (B) de
células T CD3*CD4*IFN-y*/ CD4+ e dot plot representativo (C, E, G) para animais naives e (D, F, H) para
animais infectados. (média = SEM o; n =4-5) * P < 0,5, obtido do teste t de Student.

5.8 Os animais IL-23" exibiram maior nimero e frequéncia de células T CDS8*
produtoras de IL-17A

A presenca de células T CD8+ produtoras de IL-17A também foi avaliada e foi
observado que os animais IL-23" infectados por L. amazonensistiveram um aumento do seu
nimero e frequéncia de células (Figura 11a, b). Além disso, os animais IL-23" infectados
superaram em nimero de células T CD8* produtoras de IL-17A os animais TCR &7
infectados, que ndo apresentaram mudanga significativa quando comparados com os animais
ndo infectados (Figura 11a, b). Os animais elastase” infectados, por sua vez, também ndo
apresentaram diferenca na frequéncia e/ou nimero desse tipo celular no contexto da infeccao
(Figura 11a, b), visto que ndo foi observada diferenca quando comparados ao grupo naive

controle.
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Figura 11 - Os animais IL-23 -/- exibiram maior nimero e frequéncia de células T CD8+ produtoras de
IL-17A+.0s camundongos foram infectados com 2x10° promastigotas no coxim plantar da pata traseira direita.
As células dos linfonodos de camundongos TCR delta -, IL-237 e elastase” infectados e naives foram
plaqueadas a 1x10° células por poco e reestimuladas durante 4 h com PMA (20ng/mL) e ionomicina (1g/mL) e
depois coradas para andlise de citometria de fluxo. frequéncia (A) e ndmero total (B) de células T CD3*CD8*IL-
17A*/ CD8* e dot plot representativo (C, E, G) para animais naives e (D, F, H) para animais infectados. (média
+ SEM o; n =4-5) * P <0,5; **P <0,01, obtido do teste t de Student.

5.10 Os animais IL-23"- apresentaram expansio de células T CD8* produtoras de IFN-y
Com relacdo as células T CD8* produtoras de IFN-y, foi visto que os animais IL-237
infectados por L. amazonensistiveram um aumento no seu nimero e frequéncia de células, se
comparados com 0 seu grupo naive controle e com os animais infectados TCR & e Elastase™.
(Figura 12a, b). Enquanto os animais TCR & infectados apresentaram diminui¢io desse tipo
celular em relagdo ao seu grupo naive (Figura 12a). O grupo elastase” ndo apresentou
diferenca na frequéncia e numero dessas células em comparagdo com o seu grupo naive
(Figura 12a, b). Indicando que a produ¢ao de IFN-y por células T CD8" nao é modulada no

contexto de infec¢do em animais elastase™".
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Figura 12 - Os animais IL-23"- apresentaram expansdo de células T CD8* produtoras de IFN-y. Os
camundongos foram infectados com 2x10° promastigotas no coxim plantar da pata traseira direita. As células
dos linfonodos de camundongos TCR delta”, IL-23" e elastase™ infectados e naives foram plaqueadas a 1x10°
células por pogo e reestimuladas durante 4 h com PMA (20ng/mL) e ionomicina (1g/mL) e depois coradas para
andlise de citometria de fluxo. frequéncia (A) e niimero total (B) de células T CD3*CD8*IFN-y*/ CD8* e dot plot
representativo (C, E, G) para animais naives e (D, F, H) para animais infectados. (média + SEM o; n = 4-5) * P
< 0,5, obtido do teste t de Student.

5.11 IL-22 pode estar envolvida com a protecio em animais infectados por L.
amazonensis no pico da infeccao.
Com o objetivo de de avaliar a resposta imune e o papel das sinalizacOes

intermedidrias envolvidas na fun¢do desempenhada pelas células T yd no pico da infeccao,
animais knockout para IL-23, elastase, TCR 6 e C57BL/6 WT como controle, foram
infectados com um inéculo de 2x10° de L. amazonensis (MHOM/BR/75/Josefa). E possivel
observar que nos 30 dias pds infeccdo todos os animais apresentavam perfil de lesdo similar,
porém préximo aos 40 dias apés infeccdo os animais IL-227" iniciaram um processo de
agravamento da lesdo (Figura 13a). Por outro lado, os animais elastase” iniciaram um
processo de aceleramento da resolucdo da lesdo que se manteve até o final do experimento
(Figura 13a). Enquanto os animais IL-23 mantém um perfil de lesdo similar ao nosso controle

(Figura 13a). Esse resultado indica que a presenca de IL-22 € importante no controle do
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tamanho da lesdo e pode estar associada com a protecdo tecidual nesse modelo. Por outro
lado, elastase parece desempenhar um papel patogénico no pico da infeccdo. Para
quantificacdo da carga parasitdria foi realizado o LDA a partir do sitio de infeccdo e
linfonodos drenantes. Apesar da diferenca significativa no tamanho das lesdes entre os
animais durante o pico da infeccdo, ndo houve impacto na carga parasitaria (Figura 13b, c).
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Figura 13 - IL-22 pode estar envolvida com a protecio em animais infectados por L. amazonensis no pico
da infec¢do. Os camundongos foram infectados com 2x10° promastigotas no coxim plantar da pata traseira
direita. As lesdes foram acompanhadas semanalmente com o auxilio de um paquimetro ao longo de 63 dias apds
infec¢do (A). Ao final do experimento foi realizado o ensaio de dilui¢do limitante (LDA) a partir do principal
sitio de infecc@o (patas) e dos linfonodos popliteos drenantes, com base nisso foi possivel avaliar a carga
parasitdria por grama de tecido dos camundongos C57BL/6 WT, IL-23", IL-22 7 ¢ elastase”, na pata (B) €
linfonodos drenantes (C) que apresentaram um perfil similar de carga parasitiria em ambos os tecidos. (média
SEM; n = 6-9).). * diferenca estatistica entre elastase 7~ e IL-22 ; # diferenca estatistica entre IL-22 "¢ IL-23 *;
obtido a partir da andlise Two-way ANOVA utilizando o pds-teste de Bonferroni.
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5.12 Os animais IL-227 infectados por Leishmania amazonensis apresentaram maior
celularidade
Buscando avaliar a resposta imune e o papel das sinalizagdes intermedidrias

envolvidas na fun¢do desempenhada pelas células T yd no pico da infec¢do, animais knockout
para IL-23, IL-22, elastase e C57BL/6 WT como controle, foram infectados com um in6culo
de 2x10° de L. amazonensis (MHOM/BR/75/Josefa). Os linfonodos drenantes dos animais
infectados foram coletados, macerados e contados, para posterior andlise em citometria de
fluxo. Os animais infectados apresentaram maior celularidade, em comparacdo com os
animais naives (Figura 14a). Especialmente os animais deficientes de IL-22 infectados,
apresentaram maior celularidade em comparacdo com os animais WT naive (Figura 14a). Isso
indica que o contexto da infec¢do € capaz de modular a quantidade de células presente nos

linfonodos drenantes.
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Figura 14 - Celularidade do linfonodo drenante dos animais C57BL/6 WT, TCR delta 7, IL-23", IL-22" ¢
Elastase - Os camundongos foram infectados com 2x106 promastigotas no coxim plantar da pata traseira
direita. Ao final do experimento foi realizada a contagem de linf6citos a partir dos linfonodos dos camundongos
C57BL/6 WT, IL-23", IL-22" € Elastase™ infectados e ndo infectados (naives) usando a cimara de Neubauer.
(média + SEM o; n = 6-9) * P < 0,5; **P <0,0, obtido do teste t de Student.

Ao quantificarmos as populagdes de linfocitos T CD4" e T CD8*, foi observado que os
animais WT infectados apresentaram maior frequéncia de células T CD4* comparados com
os animais IL-22 e elastase -/-infectados (Figura 15a). Porém, esse padrdo ndo se repete com
relacdo ao nuimero (Figura 15b). Apesar de ndo haver alteragdo na frequéncia, os animais IL-
23 e IL-22 7 infectados apresentam maior nimero de linfécitos T CD4* em comparacdo aos
seus respectivos camundongos naives controle (Figura 15b). Com destaque para os animais
IL-227 infectados que superaram em niimero, os animais deficientes de elastase infectados
(Figura 15b). Os animais WT infectados apresentaram maior nimero de células T CD8+, em

comparacgdo com IL-227 “(Figura 15¢). Além disso, os animais IL-23 e IL-227-apresentaram
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maior nimero de células T CD8*, se comparados aos seus respectivos animais naive controle
(Figura 15d). Destacando-se que IL-22 infectados superou em ntimero de células T CD8*
todos os animais infectados, WT e deficientes de IL-22 e elastase infectados (Figura 15d).

Enquanto os animais elastase”” infectados ndo apresentaram aumento em nimero e frequéncia
de células T CD8* (15c¢, d).
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Figura 15 - Analise da frequéncia e nimero de linfécitos T CD4* e T CD8* no pico da infeccdo. Os
camundongos foram infectados com 2x10° promastigotas no coxim plantar da pata traseira direita. Os linfonodos
dos camundongos, IL-237, IL-22" ¢ elastase” infectados e ndo infectados (naives) foram plaqueadas a 1x10°
células por poco e coradas para citometria de fluxo; frequéncia (A) e nimero total (B) de células T CD4",
frequéncia (C) e nimero total (D) de células T CD8"* e dot plot representativo (G, E, 1) para animais naives e (H,
F, J) para animais infectados. (média + SEM o; n = 6-9) * P < 0,5; **P <0,01; ***P <0,001; P <0,0001, obtido
do teste t de Student.

5.15 Os animais IL-227- e IL-23" infectados por Leishmania amazonensis tiveram um
aumento no numero de células T yo

Ao quantificarmos as populacgdes de células T yo na citometria de fluxo, foi observado
que todos os animais infectados por Leishmania amazonensis exibiram menor frequéncia
(Figura 16a) desse tipo celular. Além disso, foi observado aumento no nimero dos animais

IL-23 e IL-22" infectados quando comparados ao seu respectivo grupo naive controle (Figura
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16b). Vale ressaltar que o grupo deficiente para IL-22 infectado, apresentou nimero superior
aos animais WT, IL-23 7~ e Elastase” (Figura 16b) O que pode ter relacio com o fato desse

grupo ter apresentado maior lesao.
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Figura 16 - Os animais IL-22 - e IL-23" infectados por Leishmania amazonensis tiveram um aumento no
nimero de células T yd os camundongos foram infectados com 2x10® promastigotas no coxim plantar da pata
traseira direita. As células dos linfonodos de camundongos C57BL/6 WT, IL-23", IL-22 " e elastase
infectados e naives foram plaqueadas a 1x10° células por pogo e coradas para citometria de fluxo; frequéncia (A)
e nimero total (B) de células T CD3*yé* e dot plot representativo (C, E, G, I) para animais naives e (D, F, H, J)
para animais infectados.(média £+ SEM o; n = 6-9) **P <0,01; ***P <0,001, ****P<0,0001 obtido do teste t de
Student.

5.16 Os animais IL-23" e IL-22" infectados por L. amazonensisapresentaram expansio no
nimero de células T Y6 produtoras de IL-17A
Na andlise das células T yo produtoras de IL-17A, foi observado que somente os

animais IL-22 e IL-23" infectados por L. amazonensistiveram o aumento do niimero de
células T yo produtoras de IL-17A no pico da infec¢do, quando comparados com os seus
respectivos grupos naive (18b). Porém, em relacdo a frequéncia ndo houve alteracdo
significativa em nenhum dos animais no contexto da infec¢do (18a). Demonstrando que no

pico da infeccdo IL-22 e IL-23, ndo parecem desempenhar um papel crucial para a indugdo
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desse tipo celular. Por outro lado, os animais elastase nao demonstraram diferenca na

frequéncia de células T

v6 produtoras de IL-17A, confirmando o dado obtido na fase cronica

(7a, b) de que o contexto de infec¢do ndo € capaz de modular a indugdo dessas células.
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Figura 17 - Os animais IL-23 /- e IL-22 - infectados por L. amazonensisapresentaram expansio no niimero
de células T yd produtoras de IL-17A Os camundongos foram infectados com 2x10° promastigotas no coxim
plantar da pata traseira direita. As células dos linfonodos de camundongos C57BL/6 WT, 1L-23 7, IL-22 e
elastase -/- infectados e naives foram plaqueadas a 1x10° células por pogo e reestimuladas durante 4 h com PMA
(20ng/mL) e ionomicina (1g/mL) e depois coradas para andlise de citometria de fluxo. frequéncia (A) e nimero
total (B) de células T CD3*yd*IL-17A*/ y&* e dot plot representativo (C, E, G, I) para animais naives ¢ (D, F, H,
J) para animais infectados. (média + SEM o; n = 6-9) * P < 0,5; **P <0, 01, obtido do teste t de Student.

5.17 Os animais Elastase” ¢ WT apresentaram maior frequéncia de células
produtoras de IFN-y se comparados aos animais 1L-22"
Buscando compreender o impacto da auséncia de IL-23, IL-22 e elastase, foi

T vo

observado maior frequéncia de células T yo produtoras de IFN-y nos animais Elastase’”e WT
infectados por L. amazonensis, se comparados aos animais IL-22" infectados. (Figura 18a).
Além disso, os animais IL-237 infectados apresentaram maior frequéncia desse tipo celular

quando comparados com o seu grupo naive (Figura 18a). Além disso, os animais IL-23 e IL-
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22" infectados apresentaram maior numero de células T yd produtoras de IFN-y em

comparacao aos seus respectivos grupos naive (Figura 18b).

IFN-y
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Figura 18 - Os animais Elastase” ¢ WT apresentaram maior frequéncia de células T ¥ produtoras de
IFN-y se comparados aos animais IL-22"- Os camundongos foram infectados com 2x10° promastigotas no
coxim plantar da pata traseira direita. As células dos linfonodos de camundongos C57BL/6 WT, IL-23", IL-22"
e elastase  infectados e naives foram plaqueadas a 1x10° células por poco e reestimuladas durante 4 h com
PMA (20ng/mL) e ionomicina (1g/mL) e depois coradas para andlise de citometria de fluxo. frequéncia (A) e
ndmero total (B) de células T CD3*y5*IFN-y*/ yd* e dot plot representativo (C, E, G, 1) para animais naives e (D,
F, H, J) para animais infectados. (média + SEM o; n = 6-9) * P < 0,5; **P <0,01, obtido do teste t de Student.

5.18 Os animais Elastase -/-infectados demonstraram maior frequéncia de células T
CD4+ produtoras de IL-17A

Tratando-se das células T CD4+ produtoras de IL-17A, foi observado que os animais
elastase -/-infectados por L. amazonensis obtiveram uma frequéncia maior de células T CD4+
produtoras de IL-17A, em relacdo aos outros grupos de animais infectados (Figura 19a).
Porém, os animais elastase -/-infectado ndo apresentaram aumento no nimero desse tipo

celular (Figura 19b). Quanto aos animais IL-23 e IL-22 -/-, foi observado que ambos tiveram
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um aumento no nimero de células em comparacdo com o seu respectivo grupo naive (Figura

19b).
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Figura 19 - Os animais Elastase” infectados demonstraram maior frequéncia de células T CD4*
produtoras de IL-17A. Os camundongos foram infectados com 2x10° promastigotas no coxim plantar da pata
traseira direita. As células dos linfonodos de camundongos C57BL/6 WT, IL-23 -, IL-22 7 e elastase
infectados e naives foram plaqueadas a 1x10° células por pogo e reestimuladas durante 4 h com PMA (20ng/mL)
e ionomicina (1g/mL) e depois coradas para andlise de citometria de fluxo. frequéncia (A) e nimero total (B) de
células T CD3*CD4*IL-17A*/CD4* e dot plot representativo (C, E, G, I, K) para animais naives e (D, F, H, J, L)
para animais infectados. (média = SEM o; n = 6-9) * P < 0,5; **P <0,01; ****P <0,0001, obtido do teste t de
Student.

5.19 Os animais Elastase” apresentaram maior frequéncia e nimero de células T CD4*
produtoras de IFN-y

Na andlise de células T CD4* produtoras de IFN-y foi possivel observar que os
animais Elastase” infectados por L. amazonensis exibiram maior frequéncia desse tipo celular
quando comparados com os animais IL-23 e IL-22 7 infectados (Figura 20a). No entanto, com
relagdo ao numero de células, todos os grupos de animais infectados exibiram aumento de

células T CD4* IFN-y* com relag@o aos seus respectivos naives (Figura 20b). Porém, somente
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os animais IL-227infectados superaram o niimero de células T CD4" produtoras de IFN-y dos

animais elastase”infectados (Figura 20b).
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Figura 20 - Os animais Elastase”’ apresentaram maior frequéncia e nimero de células T CD4* produtoras
de IFN-y. Os camundongos foram infectados com 2x10° promastigotas no coxim plantar da pata traseira direita.
As células dos linfonodos de camundongos C57BL/6 WT, TCR delta 7, IL-23"" ¢ elastase” infectados e naives
foram plaqueadas a 1x10° células por poco e reestimuladas durante 4 h com PMA (20ng/mL) e ionomicina
(1g/mL) e depois coradas para andlise de citometria de fluxo. frequéncia (A) e nimero total (B) de células T
CD3*CD4*IFN-y*/CD4* e dot plot representativo (C, E, G, I) para animais naives e (D, F, H, J) para animais
infectados. (média = SEM o; n = 6-9) * P < 0,5; **P <0,01; ****P <0,0001, obtido do teste t de Student.

5.20 Os animais Elastase” infectados apresentaram expansio de células T CD8+
produtoras de IL-17A

Ao avaliarmos as células T CD8+ produtoras de IL-17A foi observado que os animais

elastase” infectados por L. amazonensis foi superior a dos animais IL-23 e IL-22"-infectados

(Figura 21a). Padrdo que se repetiu no niimero desse tipo celular, exceto pelo grupo IL-227
infectado, que apresentou aumento somente com relagdo ao seu grupo naive controle (Figura
21b). Por fim, foi observado que todos os animais knockouts infectados superaram, em

ndmero, a quantidade de células T CD8*IL-17A+, os seus respectivos naives (Figura 21b).
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Figura 21 - Os animais Elastase -/-infectados apresentaram expansiao de células T CD8 + produtoras de
IL-17A. Os camundongos foram infectados com 2x10° promastigotas no coxim plantar da pata traseira direita.
As células dos linfonodos de camundongos C57BL/6 WT, IL-23, IL-22 ¢ elastase - infectados e naives foram
plaqueadas a 1x10° células por pogo e reestimuladas durante 4 h com PMA (20ng/mL) € ionomicina (1g/mL) e
depois coradas para andlise de citometria de fluxo. frequéncia (A) e nimero total (B) de células T CD3*CD8+IL-
17A*/CD8* e dot plot representativo (C, E, G, I, K) para animais naives e (D, F, H, J, L) para animais infectados.
(média £ SEM o; n = 6-9) * P < 0,5; **P <0,01; ***P <0,001, obtido do teste t de Student.

5.21 Os animais infectados IL-23"- e IL-22"-exibiram diminuicio na frequéncia de
células T CD8+ produtoras de IFN-y

Quanto a frequéncia de células T CD8" produtoras de IFN-y, foi observado que os
animais IL-23 e IL-227 infectados por L. amazonensis apresentaram diminui¢io se
comparados aos seus respectivos grupos naive (Figura 22a). Além disso, foi observado
aumento do nimero de células T CD8" produtoras de IFN-y nos animais 1L-23 e IL-227"

infectados em relac@o aos seus respectivos grupos naive controle.
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Figura 22 - Os animais infectados IL-23", IL-22 " exibiram diminui¢fio na frequéncia de células T CD8*
produtoras de IFN-y. Os camundongos foram infectados com 2x10° promastigotas no coxim plantar da pata
traseira direita. As células dos linfonodos de camundongos C57BL/6 WT, IL-237, IL-22 "¢ elastase
infectados e naives foram plaqueadas a 1x10° células por pogo e reestimuladas durante 4 h com PMA (20ng/mL)
e ionomicina (1g/mL) e depois coradas para andlise de citometria de fluxo. frequéncia (A) e nimero total (B) de
células T CD3+CDS8+IFN-y/CD8+ e dot plot representativo (C, E, G, I) para animais naives e (D, F, H, J) para
animais infectados. (média + SEM o; n = 6-9) * P < 0,5; **P <0, 01, obtido do teste t de Student.

6. DISCUSSAO

Em um estudo anterior conduzido por nosso grupo, foi observado que camundongos

Sv129 sdo suscetiveis a infec¢do por L. amazonensise apresentam uma expansao de células T

vd totais, como também, produtoras de IL-17, durante a infeccdo (Dos-Santos et al., 2019).

No entanto, devido a maior disponibilidade de camundongos knockout no background

C57BL/6, migrou-se do modelo de Sv129 suscetivel, para o modelo experimental em

camundongos C57BL/6 parcialmente resistentes. O objetivo foi avaliar o impacto da
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deficiéncia das cé€lulas T yd e outras moléculas, como a elastase neutrofilica, I1L-22 e IL-23
durante a infec¢do por Leishmania amazonensis.

Os camundongos C57BL/6 demonstraram ser parcialmente resistentes a infec¢do por
Leishmania amazonensis (Pratti, J. E. S. Et al., 2016). Apesar do desenvolvimento da lesdo, é
comum observar, um controle e subsequente redugao da lesdao, conforme descrito na literatura
(Velasquez, L. G. et al., 2016). Isso diferencia esses camundongos dos suscetiveis BALB/c
(Velasquez, L. G. et al., 2016) e Sv129 (Dos-Santos et al., 2019) que apresentam lesdao
progressiva, sem controle. Apesar do impacto na lesdo em camundongos C57BL/6, ndo ocorre
cura, e costuma haver carga parasitaria (Felizardo, T. C. et al., 2007; Velasquez, L. G. et al.,
2016). Isso é consistente com nossos resultados, onde a lesdo € controlada e diminui apds
atingir o pico. No entanto, persiste uma carga parasitaria no local da infeccio e nos linfonodos
drenantes.

Na literatura, foi demonstrado que a auséncia de células T yd em camundongos
C57BL/6 infectados por L. major (cepa LV39) e L. guyanensis (cepa M414) ndo impactou o
desenvolvimento da lesdo e nem a carga parasitdria (Satoskar, A. et al., 1997; Hartley et al.,
2016). Entretanto, em nosso modelo, os camundongos CS57BL/6 foram infectados por L.
amazonensis (cepa Josefa), e observamos que, no estagio de pico da lesdo, os animais
deficientes para essas cé¢lulas T y0 apresentaram uma lesao menor, indicando uma possivel
relacdo entre essas células e a imunopatologia da doenca nesse estdgio de infeccdo. No
entanto, a carga parasitiria ndo foi afetada, sugerindo um papel modulador de inflamacao
desempenhado por essas células, ndo necessariamente associado ao efeito parasitdrio. Isso
reforca que, dependendo da cepa do parasito e do background do animal, as células T yo
podem atuar de maneira distinta, desempenhando um papel patogénico em nosso modelo.

Além disso, como mencionado anteriormente, o papel dessas células pode ser
modulado por citocinas, como a IL-22.

Na literatura, foi observado que a IL-22 desempenha um papel protetor contra o dano
tecidual causado por infec¢des por L. major e L. braziliensis em camundongos C57BL/6, sem
impacto na carga parasitdria e alteracio no microbioma da pele (Gimblet er al., 2015). E
importante mencionar o possivel impacto no microbioma nesse caso porque estudos recentes
indicam correlacdo entre o microbioma da pele e a leishmaniose (Gimblet et al., 2017; Farias
Amorim et al., 2023), especialmente a cutinea, e é sabido que IL-22 ¢ associado a produgao
de peptideos antimicrobianos como mencionado anteriormente (Naik et al., 2012).

Em um modelo de camundongos BALB/c infectados por L. major foi observado que a

administracdo da citocina recombinante IL-22, de maneira combinada ou ndo com IL-12,
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demonstrou efetividade frente a infec¢do, além de ter induzido maiores niveis de produgao de
IFN-y e reducdo de IL-4 (Hezarjaribi et al., 2014), o que foi refletido principalmente na
diminui¢do no tamanho das lesdes. Esse padrao parece se repetir em contexto de vacinacao
com IL-22 e LACK, onde a vacina¢do também ¢é capaz de induzir IFN-y e reduzir IL-4
(Hezarjaribi et al., 2013).

Apesar desses achados, hd relatos na literatura onde o controle da doenca é
independente de IL-22, ndo impactando na carga e lesdo. Mas € importante mencionar que,
utiliza um inéculo relativamente baixo (10°) e utiliza L. major (Brosch et al. 2015). No nosso
modelo, porém, os camundongos C57BL/6 sdo infectados por L. amazonensisem um indculo
de 2x10°. Nesse caso, a lesdo é agravada em camundongos IL-227" se comparados com o
grupo WT, indicando que a IL-22 desempenha um papel protetor no dano tecidual. No
entanto, nao houve impacto na carga parasitaria.

Além de seu papel protetor na leishmaniose, foi observado em um modelo de infec¢do
por Plasmodium berghei ANKA, um parasita intracelular semelhante a Leishmania, que a
auséncia de IL-22 em camundongos il-22leva a maldria cerebral precocemente. No entanto,
observa-se menor parasitemia em compara¢gdo com camundongos WT, mostrando um papel
dicotdmico e ndo completamente estabelecido dessa citocina nesse contexto. Associado a isso,
observou-se um aumento na producdo de IFN-y, que provavelmente gerou o impacto na carga
parasitdria, e diminui¢do na produgdo de IL-17 por células T yo (Sellau, J. et al., 2016). Ao
contrario do que foi observado em nosso modelo, onde a frequéncia de células T yo
produtoras de IFN-y ¢ diminuida, enquanto a frequéncia de células T yd produtoras de 1L-17
nao foi impactada.

Além disso, na literatura, em um modelo intestinal de detec¢do de nutrientes, foi
observado que a auséncia de células T yo resulta no aumento da produgdo de IL-22 (SulliRE,
Z. A.etal., 2021). No entanto, nossos dados sugerem que a auséncia de IL-22 tem um papel
indutor de células T yd. Dessa forma, sdo necessarios estudos para compreender a influéncia
da auséncia da producdo de IL-22 sobre as células T yo em nosso modelo. Além disso,
também € importante entender em nosso modelo qual a principal fonte de 1L-22.

Na literatura, foi descrito a presenca de IL-23 em conjunto com IL-1p ¢ capaz de
induzir a expressdo de IL-17A por células T y6 murinas (Sutton et al., 2009). Considerando o
papel patogénico associado a producdo de IL-17 no contexto da leishmaniose (Lopez Kostka
et al., 2009; Dos-Santos, J. S., 2019), esperariamos que a auséncia de IL-23 impactasse na

producdo de IL-17 e, consequentemente, na patologia da doenca. No entanto, em um modelo
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de neovascularizacao coroidal (CNV), foi observado que a producao de IL-17 por células T o
¢ independente da presenca de IL-23 (Hasegawa, E. et al., 2013).

Em um modelo de infec¢io por L. major em camundongos C57BL/6, foi observado
que os animais IL-23 7 -apresentarem aumento significativo nas lesdes até a décima primeira
semana apos infecg¢do, porém apds 13 semanas as lesdes dos knockouts para IL-17 e IL-23 se
curam completamente. No bago dos animais IL-23 7 foi observada maior carga parasitaria
apods 6 semanas de infec¢do em comparagdo com o grupo WT, no entanto essa diferenca é
dissipada a partir da 9* semana de infeccao, indicando que a auséncia de IL-23 n@o impacta na
resolucdo da doenca. Quanto ao perfil de citocinas, foi observado nos animais IL-17"" um
aumento de IL-4 e IL-10, indicando um perfil predominantemente Th2 e regulatério, ao passo
que, os animais IL-237 -apresentaram uma produgio mais significativa de IFN-y. Porém,
apesar dessas diferencas, o eixo IL-23/IL-17 ndo influenciou na carga parasitaria final e na
resolucdo da lesdo (Dietze-Schwonberg et al., 2016).

Entretanto, em camundongos BALB/c infectados por L. major, o knockout para 1L-23
apresenta menor lesdo e ndo hd impacto na carga parasitdria, aliado a isso, apresentam um
decaimento na producdo de IFN-y (Dietze-schwonberg et al., 2018). Em um estudo humano,
foi observado que a sinalizacdo de IL-23 € necessaria para a imunidade basal e induzida por
IL-23 na producdo de IFN-y em células T yd V82*, visto que os pacientes que possuiam uma
deficiéncia no receptor de IL-23 apresentavam susceptibilidade mendeliana a doenca
micobacteriana (MSMD) (Philippot, Q. et al., 2023). Embora isso ainda nio tenha sido
observado na literatura em infeccdes por Leishmania, nossos achados corroboram com isso,
pois os camundongos IL-23" obtiveram menor frequéncia de células T y8 produtoras de IFN-
v na infec¢do cronica. Porém, no experimento de fase aguda, hda um aumento na frequéncia e
nimero das células T yo produtoras de IFN-y.

Em nosso modelo, a auséncia de IL-23 n3o impactou na lesdo ao longo do pico da
infeccdo, sofrendo um pequeno aumento na lesdo em estdgios tardios quando comparados ao
WT. Dessa forma, é possivel que essa citocina seja importante para o controle da lesdo em
estdgios mais tardios da infec¢do. Foi observado por Singh, T. P (2021) em um modelo de
colonizagdo por S. epidermidis e infec¢do por L. major que a produgdo de IL-17 por ILC3s
demanda a presenca de IL-23. Porém, nds observamos uma expansdo de células T yd
produtoras de IL-17 em animais IL-237", sugerindo que a producio de IL-17 por essas células
seja independente de IL-23.

Dessa forma, € necessario compreender que o papel desempenhado por essa citocina

depende de muitas varidveis, como o background animal, o tamanho do indculo e a fase da
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infec¢do, visto que em um mesmo modelo utilizando time points diferentes, obtivemos
resultados diferentes.

Na literatura, o aumento na producdo de IL-17 tem sido frequentemente associado a
patogenicidade na leishmaniose, especialmente quando produzida por células T yd (Lopez
Kostka et al., 2009; Dos-Santos, J. S., 2019). Nesse contexto, observou-se que camundongos
BALB/c knockout para IL-17 sdo parcialmente resistentes a infec¢do, enquanto os animais
BALB/c selvagens sao suscetiveis (Lopez Kostka et al., 2009). A sinalizacdo mediada por IL-
17A esta fortemente associada ao recrutamento de neutréfilos para dreas de inflamacao (Ye, P
et al. 2001; Tesmer, L. A. et al., 2008).

Na co-cultura de células T yd ativadas por CD3, foi observada a liberagdo de elastase
por neutréfilos. Aliado a isso, na co-cultura de células T yd somente com elastase, ou seja, na
auséncia de neutrofilos, também h4 ativacdo dessas células (Towstyka, N. Y. et al., 2018). E
importante ressaltar que a ativacdo das células T 0 estd intrinsecamente ligada ao estado de
ativacdo dessas células. Os neutréfilos, por exemplo, tém a capacidade de inibir as células T
vd quando estas estdo ativadas por HMBPP, de maneira dependente do efeito ROS (Sabbione,
F. et al., 2014). Dessa forma, nesse contexto parece haver dependéncia da acdo de neutrofilos,
uma vez que essa inibicdo € mediada por neutrofilos vidveis, porém os apoptéticos nao
possuem essa capacidade. De modo que, na presenca de neutréfilos apoptdticos a carga
parasitdria em macréfagos humanos infectados por L. amazonensisé aumentada (Afonso, L. et
al., 2008). Contudo, ao introduzir o inibidor de NE, nota-se que a reducdo na ativacdo das
células T yd, mediada pelos neutrdfilos e induzida pelo HMBPP, ¢ mais pronunciada em
comparagdo com a condicao sem o inibidor (Towstyka, et al., 2018).

Nesse sentido, espera-se que os animais knockout para a elastase sofram algum
impacto na resposta mediada por neutrdfilos. Dias, B. T. et al., 2019 descreveram que, no
contexto da leishmaniose visceral causada por Leishmania donovani, a auséncia da elastase
neutrofilica (ela2) parece ser benéfica, uma vez que os camundongos knockout apresentaram
reducdo na carga parasitdria no figado e bago quando comparados aos camundongos do tipo
selvagem. No entanto, nossos dados indicam que a ativagao de células T yo na auséncia de NE
no modelo C57BL/6 infectado por L. amazonensisafeta o eixo célula Tyo/IL-17,
correlacionando-se com o menor tamanho da lesdo em camundongos, apesar da auséncia de
alteracdo na carga parasitdria. Isso sugere que ndo hd uma relacio direta entre essa molécula e
o killing parasitdrio, mas provavelmente estd associada a um mecanismo inflamatdrio.

Em sintese, nossos estudos proporcionaram resultados relevantes sobre os mecanismos

imunoldgicos nos quais as sinalizacdes intermedidrias realizadas por citocinas e elastase,
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influenciam na funcao desempenhada pelas células T yd durante a infeccdo por Leishmania
amazonensis em camundongos C57BL/6. A transicdo do modelo suscetivel Sv129 para o
modelo C57BL/6 parcialmente resistente permitiu avaliar o impacto da deficiéncia de células
T vo, elastase neutrofilica, IL-22 e IL-23 durante a infeccdo. Em conjunto, esses achados
contribuem para um entendimento mais abrangente das interagdes imunoldgicas na
leishmaniose, fornecendo informagdes importantes para futuras pesquisas e estratégias

terapéuticas.

7. CONCLUSAO

- Elastase e Células T yd estdo associadas ao agravamento da lesdo no pico da infecc¢io
e fase cronica da infec¢do por L. amazonensis.

- IL-22 pode estar envolvida com a protecio do dano tecidual, mas ndo na carga
parasitiria em camundongos CS57BL/6 infectados por L. amazonensis no pico da
infeccao.

- A auséncia de IL-22 esta associada ao aumento do nimero de células T yd totais em
camundongos C57BL/6 infectados por L. amazonensis no pico da infec¢ao.

- A producido de IL-17A e IFN-y por células T yd parece ser independente da presenca
de IL-23 durante a fase cronica da infec¢do por L. amazonensisem camundongos
C57BL/6
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