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Almeida, T.M. Perfil de expressao génica de mediadores da resposta imune celular de
pacientes com leishmaniose tegumentar ativa. Dissertacdo (Mestrado). Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil, 2013.

RESUMO

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias e, no Brasil, a Leishmania (V.) braziliensis
é a espécie de maior incidéncia para Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Em todas
as suas formas clinicas, a resposta imune é dependente de células T, por isso, torna-se
importante compreender 0s mecanismos imunoldgicos responsaveis pela formacéo,
progressdo e cura da doenca. O presente estudo teve como objetivo identificar, através da
técnica PCR quantitativa em tempo real (QPCR), o perfil de expressdo de mRNA para IFN-y,
TNF-a, TGF-B, IL-10 e IL-4 e da enzima iINOS em células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) de pacientes com LTA ap6s estimulacdo com os antigenos soltvel e
insoluvel de L.(V.) braziliensis. Associou-se o perfil de expressdo desses mediadores ao
tamanho, tempo e nimero de lesdes, alem da resposta a intradermorreacdo de Montenegro
(IDRM). Células de 27 pacientes e 6 controles foram incubadas por 24 horas na presenga do
mitogeno fitohemaglutinina (PHA) ou dos antigenos soluvel (AgSol) e insolavel (Agins) de
L. (V.) braziliensis. A expressdo de mRNA para as citocinas e para a iNOS foi avaliada por
gPCR e as andlises dos resultados foram feitas atraves do método Ct comparativo e pelos
testes ndo-paramétricos Wilcoxon e Mann-Whitney. Em relacdo ao AgSol, foi verificada
diferenca significava da expressdo de IFN-y e TNF-a em pacientes quando comparados aos
controles. Quanto ao Aglns, houve expresséo significativa das citocinas IFN-y, TNF-a e I1L-4
em pacientes quando comparados aos controles. As citocinas IL-10 e TGF- B foram expressas
frente a todos os estimulos utilizados, ndo apresentando diferenca significativa entre e intra-
grupos. N&o houve expressdo de iNOS com nenhum dos estimulos utilizados. Comparando os
antigenos de L.(V.) braziliensis utilizados, foi observado maior expressdo de IFN-y ¢ TNF-a
frente ao antigeno insolivel do parasita. A partir desses dados, podemos sugerir que ambas
fracbes antigénicas do parasita sdo capazes de induzir uma resposta imune especifica em
pacientes com LTA ativa. Além disso, os dados obtidos nesse estudo sugerem a existéncia de
um perfil de resposta imune Thl para o antigeno soltvel e um perfil de resposta imune Thl e
Th2 considerando o antigeno insolivel do parasita. A expressdao génica significativa para as
citocinas TNF-a e IFN-y, sugere que os pacientes tenham montado uma eficiente resposta
imune contra o parasita e a presenca da citocina IL-10 que eles estariam promovendo um
mecanismo imunorregulatério sobre a forte resposta imune inflamatoria exercida pelas
citocinas Thl. Dentre os antigenos utilizados, pode-se sugerir que, devido a sua composicao,
0 antigeno insollvel seja mais imunogénico que o antigeno sollvel e que, por isso, essa
molécula antigénica seja uma possivel candidata a vacina e alvos para a imunoterapia. A
auséncia de expressdo da INOS pode ter sido devido a presenca de TGF-B, que estaria
regulando negativamente a producdo de NO e consequentemente de iNOS. Além disso, pode
estar havendo um mecanismo auto-regulatorio para evitar producdo em excesso de NO. A
existéncia do perfil Thl e Th2 pode ser explicado pelo estagio de desenvolvimento da doenca.
Assim, pelo fato de a LTA apresentar uma resposta Thl multifacetada torna-se necessario
estudos complementares para verificar o papel de outros tipos celulares e citocinas na
progressao e cura da doenca.

Palavras—chave: Resposta imune celular, Leishmaniose tegumentar americana, qPCR



Almeida, T.M. Gene expression profile of cellular immune response mediators in patients
with active cutaneous leishmaniasis. (Dissertation). Federal University of Pernambuco,
Recife, Pernambuco, Brazil, in 2013.

ABSTRACT

Leishmaniasis are infectious and parasitic diseases and, in Brazil, Leishmania (V.) braziliensis
is the specie with the highest incidence for American Cutaneous Leishmaniasis (ACL). In all
its clinical forms, the immune response is dependent on T cell, thus, it is very important to
understand the immunological mechanisms responsible for the formation, progression and
cure of the disease. This study aimed to identify through real time quantitative PCR (qPCR),
the mRNA expression profile for IFN-y, TNF-a, TGF- B, IL-10, IL-4 and the INOS enzyme in
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of ACL patients after stimulation with the
soluble and insoluble antigens of L.(V.)braziliensis. We associated the expression profile of
these mediators with size, time and number of lesions and also with the response to the
Montenegro skin test (MST). Cells from 27 patients and 6 controls were incubated for 24
hours in the presence of the mitogen phytohemagglutinin (PHA) or L.(V.) braziliensis soluble
(AgSol) or insoluble (Agins) antigens. The mMRNA expression for the cytokines and iNOS
were evaluated by qPCR and analyses of results were obtained through the comparative Ct
method and Wilcoxon and the Mann-Whitney non-parametric tests. In response to the AgSol,
it was verified IFN-y and TNF-a significant expression in patients in comparasion to controls.
In response to Aglns, there were significant IFN-y, TNF-o and IL-4 expression in patients in
comparasion to controls. The cytokine IL-10 and TGF-B were expressed against all stimuli
used, with no significant difference between or within groups. No expression of iNOS was
observed in in any of the stimuli used. Comparing among the L.(V.)braziliensis antigens used,
we observed an higher expression of IFN-y and TNF-a against the parasite Aglns. From these
data, we can suggest that both antigenic fractions of the parasite are capable of inducing a
specific immune response from patients with active ACL. Furthermore, the data obtained in
this study suggest the existence of a Thl immune response profile for AgSol and a Thl and
Th2 immune profile considering the parasite insoluble antigen. The significant gene
expression for TNF-a and IFN-y suggests that patients have mounted an effective immune
response against the parasite and the expression of the cytokine IL-10 that they would be
promoting an immunoregulatory mechanism stopping the strong inflammatory immune
response exerced by Thl cytokines. Among the antigens used, we may suggest that due to its
composition, the insoluble antigen may be more immunogenic than than soluble antigen and,
therefore, this antigenic molecule may be a potential vaccine candidate and target for
immunotherapy. The absence of INOS expression may have been due to the presence of TGF-
B, which would negatively regulate NO production and hence iNOS. In addition, there may be
a self-regulatory mechanism to prevent an excess in the production of NO. The existence of
the Thl and Th2 cprofile can be explained by disease development stage. Therefore, due to
the fact that ACL presents a multifaceted Thl response it is necessary complementary studies
to verify the role of other cell types and cytokines in the progression and cure of this disease.

Keywords: cellular immune response, American cutaneous leishmaniasis, qPCR
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose é um complexo de doengas causada por protozoarios intracelulares do
género Leishmania. Essa doenca é endémica em aproximadamente 98 paises tropicais e
subtropicais distribuidos na Africa, Asia, Europa e América Latina (ALVAR et al.,2012;
AMEEN, 2010). Em diferentes formas clinicas, a leishmaniose afeta aproximadamente 12
milhdes de pessoas em todo o mundo, apresentando uma incidéncia anual de 1,5-2 milhdes de
novos casos diagnosticados e 350 milhdes de pessoas sob o risco de contrair a doenca
(AMEEN, 2010; CASTELLANO et al., 2009; KEDZIERSKI, 2010; SINGH; SHARMA,
2009). No Brasil, a Leishmania (V.) braziliensis é a principal espécie causadora da LTA
(ANDRADE et al., 2009; BRANDAO-FILHO et al., 2003; BRITO et al., 2009).

A infeccdo experimental por L. major em camundongos tem sido utilizada para
examinar aspectos da relagdo parasito-hospedeiro na leishmaniose, como o controle genético
de susceptibilidade e resisténcia, o papel da resposta imune mediada por células e a interacéo
parasito-macrofago (REIS et al., 2006; REITINGER et al., 2007). No entanto, poucos
trabalhos foram desenvolvidos com o intuito de avaliar a resposta imune celular na infeccéo
experimental por L. (V.) braziliensis. I1sso ocorre devido a dificuldade de crescimento in vitro
desta espécie, a ineficiente conversdo a formas infectantes e a resisténcia natural de muitas
linhagens de camundongos frente a infeccdo, sendo necessaria uma grande carga parasitaria
para realizad-la (MOURA et al., 2005). Portanto, a dificuldade em estabelecer modelos animais
adequados para se estudar a L. (V.) braziliensis, assim como a dificuldade em extrapolar e
interpretar resultados obtidos em modelos animais para humanos, dada as diferentes
complexidades dos sistemas, contribuiu para o surgimento de estudos com pacientes
(GOLLOB et al., 2008; REIS et al., 2006).

A carateristica genética, o status imunologico do hospedeiro e a espécie do parasita
apresentam um importante papel em determinar a resisténcia ou susceptibilidade do
hospedeiro as manifestacdes clinicas da doenca (CASTELLANO et al., 2009; CUMMINGS,
2009). Os linfocitos T desempenham um papel fundamental na formacao da resposta imune
do hospedeiro através da secrecdo de citocinas, que pode atuar tanto de forma sinérgica como
antagbnica (CUMMINGS , 2010; SHARMA; SINGH, 2009; SOUZA et al., 2013). Os
linfocitos T sdo decisivos para cura e geracdo de uma resposta imune protetora a0 mesmo
tempo em que sdo responsaveis pela persisténcia da doenca e a sua patologia (CHOI; KROPF,
2009).
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Na leishmaniose humana, o padréo de resposta imune do tipo 1 com produgéo de IFN-y,
TNF-a e IL-12, tem sido associado com o controle da infec¢do por ativagdo macroféagica e
destruicdo parasitaria (AMEEN, 2010; ROBERTS, 2006). A citocina IFN-y atua em sinergia
com TNF-a ativando 6xido nitrico sintase (INOS ou NOS2) a produzir éxido nitrico (NO),
resultando na morte intracelular do parasita e controle da doenca (BOGDAN et al., 2000;
NYLEEN; GAUTAM, 2010). Por outro lado, citocinas como IL-4, IL-10, consideradas do
tipo 2, e a citocina TGF-B, perfil Th3, favorecem a multiplicacdo parasitaria, inibindo a
producdo de NO por macréfagos ativados por IFN-y (GOMES-SILVA et al., 2007). Essas
citocinas também sdo capazes de inibir a diferenciacdo dos linfocitos T para um perfil Thl e
sua consequente producédo de IFN-y e TNF-a (BARATTA-MASINI et al., 2007).

Apesar de valido em varios aspectos, o paradigma Th1/Th2 é um modelo simplificado,
que precisa de revisdo, dado que hoje em dia existem outros subtipos de células T, como
celulas T regulatorias e células Th17 que também parecem apresentar papel importante na
susceptibilidade e resisténcia a LTA (GOLLOB et al., 2008; KEDZIERSKI, 2010; NYLEN;
GAUTAM, 2010).

A transcricdo reversa (RT) seguida da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), técnica
utilizada nesse estudo, € o método de escolha utilizado para analisar a expressdo de mRNA
em varios tecidos. A PCR quantitativa em tempo real (JQPCR) é uma técnica que permite
quantificar raros transcritos e observar pequenas mudancas na expressao génica sendo de facil
execucdo além de fornecer resultados rapidos, precisos e confiaveis (PFAFFL,2001). Estudos
mostram a aplicacdo dessa técnica para quantificacdo da expressdo de mRNA de citocinas
como um parametro para observar a ativacao da resposta imune celular (HARTER, 2001). No
entanto, poucos estudos tém analisado a expressdo de mMRNA para citocinas na leishmaniose
humana (CACERES-DITMAR et al.,1993; ETTINGER, 2008).

Atualmente, as pesquisas buscam identificar marcadores imunoldgicos que permitam
compreender 0s processos que levam a formacdo da lesdo na LTA, como também os
mecanismos responsaveis pela resisténcia e cura da doenca. Assim, devido ao surgimento do
perfil Th3, perfil Thl7 e as células T regulatorias ha a necessidade de reavaliar a importancia
do perfil Thl e Th2 frente a infeccdo por Leishmania (V.) braziliensis. Além disso, embora
existam varios estudos sobre os perfis Thl e Th2, ndo existe um padrdo de resposta imune
estabelecido frente aos antigenos soltvel e insoluvel de L. (V.) braziliensis. Com isso, a
investigacdo imunoldgica realizada, poderd fornecer subsidios importantes sobre o

desenvolvimento da doenga quanto aos seus aspectos clinicos, imunologicos e moleculares.
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Além disso, a comparagdo da capacidade dos antigenos soltvel e insolivel de L. (V.)
braziliensis em obter uma resposta imune especifica de células de pacientes com leishmaniose
tegumentar ativa pode contribuir para pesquisas de moléculas imunogénicas do parasita que
serdo relevantes para a identificacdo de novos candidatos a subunidades de vacinas e alvos
para imunoterapia. Dessa forma, esse estudo tem perspectivas e trara grandes beneficios para
estudos futuros no campo do diagnéstico, da imunoterapia, da quimioterapia e da vacinagéo.

Portanto, o presente projeto teve como proposta identificar o perfil de expressao de
MRNA para as citocinas IFN-y, IL-10, IL-4, TGF-B, TNF-a ¢ para a enzima iNOS, através da
técnica de PCR quantitativa em tempo real (qPCR), em células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) de pacientes portadores de leishmaniose tegumentar ativa, realizando-se a
estimulagdo com os antigenos soluvel e insolavel de L. (V.) braziliensis. Posteriormente
associou-se a expressdao desses mediadores aos dados clinicos como tempo de
desenvolvimento, tamanho, nimero de lesées, bem como resposta a Intradermorreacéo de
Montenegro (IDRM).
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Determinar, através de abordagem molecular, o perfil da resposta imune em pacientes

portadores de leishmaniose tegumentar ativa.

2.2. Especificos

a)  Estudar a populacdo quanto aos aspectos clinicos e epidemiolégicos;

b)  Identificar o perfil de expressdo génica para as citocinas IFN-y, TNF-a; IL-10, IL-4,
TGF-p e a enzima iNOS em PBMC de pacientes com LTA ativa, sob estimulo in vitro

com antigenos soluvel e insolivel de L.(V).braziliensis;

c) Correlacionar o tempo, o tamanho e o0 numero de lesdes e a resposta a IDRM com a

expressdo génica para os mediadores imunoldgicos acima citados;

d) Determinar, na populagdo em estudo, qual a fracdo antigénica apresenta maior

imunogenicidade;
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Epidemiologia

As leishmanioses representam um grupo de doencas tropicais negligenciadas causada
por protozodrios do género Leishmania (SOONG, 2012). Considerada um grave problema de
salde publica, observou-se um aumento de sua incidéncia nos ultimos anos. Esse aumento
pode ser atribuido a muitos fatores como: epidemia do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), mudangas ecoldgicas e no habitat do vetor causada por desflorestamento, urbanizacéo,
migragédo, conflitos armados, aumento de viagens internacionais, medidas inadequadas ou
insuficientes de controle dos vetores e reservatérios, resisténcia a drogas leshmanicidas
(AMEEN, 2010; CROFT, SUNDAR, 2006; DUTHIE, 2012; MONZOTE,2009; OMS, 2012;
REITHINGER et al., 2007).

Em relacdo a leishmaniose cuténea, estima-se uma prevaléncia de 10 milhdes de casos e
uma incidéncia anual de 0.7 a 1.2 milhdes de casos por ano em todo o mundo (ALVAR et al.,
2012; OMS, 2010). Essa doenca apresenta ampla distribuicdo mundial e cerca de 1/3 dos
casos ocorrem nas Américas, na bacia do Mediterraneo e na Asia. Estima-se que 0 maior
numero de casos ocorre em dez paises: Afeganistdo, Argélia, Ird, Siria, Etiopia, Suddo, Costa
Rica, Peru, Colémbia e Brasil representando juntos uma incidéncia estimada em 70 a 75% 0s
casos (ALVAR et al, 2012; GOTO; LINDOSO, 2010; SINGH; SHARMA, 2009). A
leishmaniose tem sido classificada como uma doenca negligenciada ocupando o segundo
lugar em mortalidade e o quarto em morbidade entre as infeccdes tropicais (KEDIZIERSKI,
2010) No entanto, como muitas infeccOes ndo apresentam sintomas ou sdo mal
diagnosticadas, a carga global da leishmaniose tegumentar é provavelmente subestimada
(GONZALEZ et al., 2009; REITHINGER et al., 2007).

Segundo a Organizacdo Mundial de saude (OMS), a LTA é considerada uma das seis
mais importantes doencas infecciosas, pelo seu alto coeficiente de deteccdo e capacidade de
produzir deformidades (BRASIL, 2010). Apesar dessas caracteristicas relevantes, a
leishmaniose € considerada uma doenca negligenciada apresentando notificacdo obrigatéria

em apenas 32 paises, entre eles o Brasil (CLEM, 2010).
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Nas Ameéricas, considerada uma das doengas infecciosas de maior relevancia, a LTA
apresenta ampla distribuicdo existindo registros de casos desde o extremo sul dos Estados
Unidos até o norte da Argentina com excecdo do Chile e Uruguai (BRASIL, 2010; GONTIJO;
CARVALHO, 2003).

No Brasil, a doenca esta amplamente distribuida, com casos aut6ctones em todas as
regides e unidades federadas (BRASIL, 2010). De acordo com o Ministério da Salde, de 2000
a 2008 foram registrados 238.749 casos de LTA no pais, com média anual de 26.528 casos
novos. As regides Norte e Nordeste vém contribuindo, ao longo dos anos, com 0s maiores
percentuais de casos do pais, de modo que, do total confirmado no periodo de 2000 a 2008,
39,4% (94.169/238.749) ocorreram na regido Norte; 31,7% (75.657/238.749), na regido
Nordeste; 15,9% (37.853/238.749), na regido Centro-Oeste; 9,6% (22.903/238.749), no
Sudeste; e 2,6% (6.161/238.749), na regido Sul (BRASIL, 2010) (Figura 1).

Em Pernambuco, observa-se uma incidéncia em todas as regibes do Estado, com
predominancia (mais de 60% de casos) na regido correspondente a Zona da Mata Atlantica,
sendo a quase totalidade na forma cuténea localizada (ANDRADE et al., 2009). Entre os anos
de 2001 a 2010, foram reportados 4.855 casos de LTA em Pernambuco, com uma média de
485 casos/ano (BRITO et al., 2012).

Figura 1: Casos de LTA e percentual, segundo regido de residéncia. Brasil, 2000 a 2008
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3.2. Parasita e ciclo biolégico

A leishmaniose tegumentar americana € uma doenca ndo contagiosa, de evolucdo
crbnica, que acomete as estruturas da pele e cartilaginosas da nasofaringe, de forma
localizada, disseminada ou difusa, causada por vérias espécies de protozoéarios digenéticos da
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatide e do género Leishmania (BASANO;
CAMARGO, 2004)

Embora existam mais de 20 espécies de protozoarios responsaveis pela doenga em
humanos, nas Américas, sdo atualmente reconhecidas 11 espécies dermotropicas de
Leishmania causadoras de doenca humana e oito espécies descritas, somente em animais. No
Brasil, ja foram identificadas sete espécies, sendo seis do sub-género Viannia e uma do sub-
género Leishmania. Os sub-géneros Leishmania (L.) e Viannia (V.) apresentam diferencas
quanto a localizacdo das formas promastigotas: no sub-género Leishmania, as formas
promastigotas multiplicam-se nas regibes média e anterior do intestino do fleb4tomineo
enquanto que o sub-género Viannia, as formas promastigotas migram para as regifes anterior,
média e posterior do intestino, colonizando o vetor (LAINSON; SHAW, 1998). As trés
principais espécies sdo: L. (V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais
recentemente, as especies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberge, L. (V.) shawi
foram identificadas em estados das regides Norte e Nordeste (AMEEN, 2010; BASANO;
CAMARGO, 2004; BRASIL, 2010; GONTIJO & CARVALHO, 2003) Em Pernambuco,
foram isoladas cepas de L. (V.) braziliensis e L. (V.) shawi (BRITO et al., 2009).

Os protozoarios do género Leishmania séo parasitas intracelulares obrigatorios das
células do sistema mononuclear fagocitico, que apresentam durante o seu ciclo evolutivo dois
estdgios morfolégica e bioguimicamente distintos: as formas promastigotas e as formas
amastigotas (Figura 2) (BASANO; CAMARGO, 2004; BRASIL, 2010; GONTIO;
CARVALHO, 2003).

Esse parasita apresenta o ciclo de vida denominado heteroxénio, vivendo
alternadamente em hospedeiros vertebrados e insetos vetores, esse Ultimo sendo responsaveis
pela transmissdo de um mamifero a outro (GONTIJO; CARVALHO, 2003). As formas
promastigotas caracterizam-se por serem alongadas e apresentarem flagelo bem desenvolvido,
sendo encontradas no tubo digestivo do inseto vetor. As formas amastigotas sdo formas

ovaladas ou arredondadas, sem flagelos que se multiplicam obrigatoriamente dentro de
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celulas do sistema mononuclear fagocitico do hospedeiro vertebrado alojam-se nos
fagossomos dos mondcitos, histidcitos e macrofagos. Nessas células do hospedeiro
vertebrado, as formas amastigotas vivem, e reproduzem-se de forma assexuada por diviséo
bindria até romperem a célula, disseminando-se pelas vias hematogénica e linfatica
(BASANO; CAMARGO, 2004; BRASIL, 2010).

Os vetores da LTA sdo insetos denominados flebotomineos, pertencentes a Ordem
Diptera, Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, e pertencentes ao género
Phlebotomus spp encontrados no velho mundo ou ao género Lutzomiya spp encontrados no
novo mundo (GONTHO; CARVALHO, 2003; REITHINGER et al., 2007). No Brasil, as
principais espécies envolvidas na transmissdo da LTA sdo: Lutzomyia flaviscutellata, L.
whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcome e, L. migonei. (BRASIL, 2010).

A transmissd@o da LTA inicia-se no momento do repasto sanguineo quando a fémea do
flebotomineo pica o hospedeiro vertebrado infectado e ingere células fagociticas parasitadas
com as formas amastigotas contidas no tecido do hospedeiro vertebrado. No intestino do
inseto vetor, essas células se rompem e as formas amastigotas liberadas se diferenciam em
formas promastigotas. No intestino dos insetos vetores, as formas promastigotas passam por
metaciclogénese e deixam de se reproduzir, tornando-se infectantes (promastigotas
metaciclicas). Essas formas sofrem modificacfes bioquimicas em sua superficie e perdem a
sua capacidade de adesdo ao epitélio do intestino medio do flebotomineo. Como resultado, as
promastigotas metaciclicas destacam-se, migrando para a faringe e cavidade bucal do inseto
vetor, sendo transmitidas ao hospedeiro vertebrado durante o proximo repasto sanguineo.
Nesse repasto sanguineo, a fémea infectada regurgita as formas promastigotas metaciclicas,
juntamente com a sua saliva, dentro da pele do hospedeiro vertebrado, e essas formas
rapidamente infectam as células do sistema fagocitico mononuclear, diferenciando-se em
formas amastigotas. As formas amastigotas sobrevivem e se replicam por divisdo binaria no
ambiente acido do fagolisossomo e, a medida que isso acontece, as células infectadas sdo
lisadas liberando as formas amastigotas para parasitar novas células e poderem ser novamente
ingeridas pelo vetor, completando o ciclo (Figura 2). As formas promastigotas também séo
encontradas em culturas axénicas, representando as formas em fase de crescimento logaritimo
e em fase estacionaria de crescimento, respectivamente (BASANO; CAMARGO, 2004,
BRASIL, 2010).
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Figura 2: Formas evolutivas de L. (V.) braziliensis, em que (A) apresenta a forma promastigota do
parasita em meio extracelular e (B) sua forma amastigota no interior de macréfagos.
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Figura 3: Ciclo biologico da Leishmania spp.
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Legenda:

1. Ao picar o hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo, os flebotomineos fémeas
infectados inoculam a forma promastigota na pele do hospedeiro vertebrado;

2. As formas promastigotas invadem ou sdo fagocitadas por células do hospedeiro vertebrado
existentes no local ou recrutadas, principalmente macrogafos;

3. Dentro dos fagossomos dos macrofagos residentes, os promastigotas se transformam em
amastigotas;

4. As formas amastigotas se replicam nas células fagocitarias (principalmente macréfagos) podendo
levar a ruptura das mesmas e a infeccdo de outras células fagocitarias locais ou em tecidos
distantes apds a infeccéo;

5. Flebotomineos fémeas realizam repasto sanguineo em hospedeiros infectados;

6. Flebotomineos sdo infectados ao ingerir as forma amastigotas;

7. No intestino do flebotomineos as formas amastigotas se transformam em formas promastigotas
(dependendo da espécies de Leishmania spp diferentes regibes do intestino do plebotomineo
podem ser infectadas);

8. Os promastigotas se dividem e se transformam na forma metaciclica infectante, migrando para a

probdscita do flebotomineo;
O ciclo da Leishmania é reiniciado.
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3.3. Formas Clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana

As formas clinicas da LTA dependem de fatores do parasita, do vetor e das
caracteristicas epidemioldgicas, além da constituicdo genética e imunoldgica do hospedeiro
(CHOI; CROFT, 2009; GOTO; LINDOSO, 2010). A infeccdo pode ser assintomatica ou
apresentar um espectro que varia desde lesbes cutaneas localizadas ou disseminadas, forma
cutanea difusa, até graves lesdes mucocutaneas (GOLLOB et al., 2008; REIS et al., 2006). As
manifestacdes clinicas estdo geralmente associadas a uma espécie de Leishmania, embora
algumas espécies possam causar diferentes formas clinicas (REIS et al., 2006; REITHINGER
et al., 2007).

A leishmaniose cutanea (LC), manifestacdo clinica mais frequente, é definida pela
presenca de lesbes exclusivamente na pele, que se iniciam no ponto de inoculacdo das
promastigotas infectantes. As lesGes podem variar de 1 a 10 e geralmente aparecem em areas
expostas do corpo. No entanto, podem ocorrer multiplas picadas do flebotomineo ou a
disseminagdo hematogénica levando a um numero elevado de lesdes caracterizando a
leishmaniose cutanea disseminada (BRASIL, 2010; GONTIJO; CARVALHO, 2003; GOTO;
LINDOSO, 2010).

A LC surge ap6s um periodo de incubacéo variavel de 10 dias a trés meses. A infeccéo
cutanea pode permanecer subclinica ou no local da picada do inseto surge uma papula
eritematosa que progride lentamente para nédulo podendo ser acompanhada de adenopatia
regional, com ou sem linfangite. As lesbes apresentam aspectos variados e a infeccdo
secundaria bacteriana altera estes aspectos tornando-as mais inflamadas, dolorosas e
purulentas (BRASIL, 2010; GONTIJO; CARVALHO, 2003). Na LC, sdo frequentes as
ulceracdes com bordas elevadas, enduradas e fundo com tecido de granulacdo grosseira,
configurando a classica lesdo com borda em moldura. O quadro é normalmente assintomatico
podendo evoluir para cura espontanea ou progredir, apés um periodo de laténcia clinica de
varios meses de duracdo para a forma mucosa em consequéncia de disseminacao
hematogénica e/ou linfatica do parasita. Esse processo depende da resposta imune e da
espécie de Leishmania envolvida. (BRASIL, 2010; GONTIJO; CARVALHO, 2003; GOTO;
LINDOSO, 2010) (Figura 4).

Na LC, a imunidade celular é preservada, o que pode ser verificado pela
Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) e por testes in vitro como proliferacdo celular e

producdo de IFN-y pelas células mononucleares do sangue periférico estimuladas com
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antigeno de Leishmania. Esses pacientes apresentam uma resposta imune celular especifica
bem modulada, mas com predominancia de citocinas do perfil Thl incluindo IFN-y, o que
reflete em tendéncia a cura esponténea e resposta eficiente ao tratamento. A partir da forma
cuténea, quando a infec¢do ndo é controlada pelos mecanismos adaptativos da resposta imune
celular, a doenca pode evoluir para leishmaniose cutdnea difusa (BRASIL, 2010;
REITHINGER et al., 2007).

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) caracteriza-se por apresentar anergia celular e
estd associada a acentuada proliferacdo de parasitas e disseminacdo da doenca. Na LCD,
testes como a IDRM, a proliferacdo celular e producdo de IFN-y em células mononucleares do
sangue periférico estimuladas com antigeno de Leishmania apresentam resultado negativo. Os
pacientes apresentem baixa concentracdo de IFN-y e IL-12 e uma substancial concentracéo de
IL-4, IL-5 e TNF-a no soro, sendo o seu perfil de citocinas predominante Th2. A LCD ¢
caracterizada pelo aparecimento de lesdes nodulares e papulosas por toda superficie corporal
e infiltragdes cuténeas pronunciadas. As lesdes, de maneira geral, ndo cicatrizam
espontaneamente e sdo classicamente resistentes ao tratamento. A leishmaniose cutanea
disseminada é caracterizada por lesdes mdaltiplas, podendo ser acneiformes, papulares e
também ulceradas, distribuidas em duas ou mais areas ndo contiguas do corpo, distantes do
sitio de inoculacdo primaria. Essas lesdes podem ser muito numerosas, mas respondem ao
tratamento medicamentoso habitual. A forma disseminada usualmente apresenta a imunidade
celular preservada, evidenciada pela positividade da IDRM (BRASIL, 2010; GONTIJO;
CARVALHO, 2003; REITHINGER et al., 2007) (Figura 4).

A leishmaniose mucosa (LM), também denominada esplndia, apresenta uma condi¢éo
de dificil tratamento e progndstico reservado quanto a possibilidade de cura. Esta associada a
L.(V). braziliensis, na maioria dos casos ocorrendo em um intervalo de tempo variavel apés a
instalacdo da lesdo cuténea inicial. Aproximadamente 3 a 5% dos pacientes infectados com
L.(V).braziliensis podem desenvolver a forma mais severa da doenca, a leishmaniose
mucocutanea. Os fatores que contribuem para que uma doenca inicialmente cutdnea evolua
para essa forma tardia ndo sdo de todo conhecidos, mas sabe-se que a demora na cicatrizacéo
da lesdo priméria e tratamento inicial inadequado podem estar associados. O acometimento
mucoso pode surgir com a lesdo cutanea ainda em atividade, ou anos apds sua cicatrizagao.
Dentre as lesBes mucosas distinguem-se as seguintes variedades: forma ulcero-infiltrante e
poliposa. Na maioria dos casos, a LM acomete a mucosa nasal, com importante
comprometimento do septo, seguindo se em ordem de frequéncia o envolvimento da mucosa

oral. Em ambos 0s casos o risco de deformidades permanentes é consideravel (BRASIL,
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2010; DA CRUZ et al., 2002; GONTIJO; CARVALHO, 2003; REITHINGER et al., 2007)
(Figura 4).

Do ponto de vista imunologico, a LM caracteriza-se pelo exagero das respostas
celulares anti-Leishmania e o pela escassez de parasitas. A IDRM é fortemente positiva, com
areas de enduracdo cutanea significamente superiores as observadas em LC. A resposta
proliferativa e a producdo de IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-5 estimuladas por antigenos de
Leishmania em cultura de células mononucleares do sangue periférico sdo significamente
maiores que as observadas em na LC. Esta resposta exacerbada do perfil Thl promove a
destruicdo do tecido onde houver depésito de particulas antigénicas. Na LM, este exagero na
producdo das citocinas Thl associa-se a uma producédo relativamente baixa de IL-10, uma
citocina capaz de modular a resposta e inibir a ativacdo de macrofagos. Verificou-se que as
células de pacientes com LM apresentam baixa capacidade de resposta a citocinas inibidoras
da secrecdo de IFN-y. Foi sugerido entdo que a incapacidade de promover uma modulacéo
adequada da resposta Thl nos casos de LM possa estar envolvida na patogénese dessa forma
clinica. A resposta terapéutica da LM néo é eficiente. Ainda que as leses regridam ou mesmo
desaparecam com o0s tratamentos convencionais, as recidivas sdo frequentes. Embora a
resposta imune que se desenvolve na LM ndo seja capaz de controlar a doenca e muito
provavelmente seja responsavel pelas manifestacdes clinicas, ela é capaz de conter a
multiplicacdo parasitaria (BRASIL, 2010; GOTO; LINDOSO, 2010; GONTIO;
CARVALHO, 2003).
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Figura 4: Formas clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana

Legenda: A) forma cuténea localizada; B) forma cuténea localizada com infeccdo bacteriana
secundaria; C) forma cutanea disseminada; D) forma cutanea difusa; E) forma mucocutanea; F)
Cicatriz caracteristica.

Fonte: Figura A e C: Manual de vigilancia da leishmaniose tegumentar americana (2007); Figura B:
Da autora; Figura D: MEHTA et al (2009); Figura E: Calvopina et al (2006); Figura F: OMS (2007);
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3.4. Diagnostico da Leishmaniose Tegumentar Americana

Em virtude de um amplo espectro de lesbes o diagndstico da LTA é feito pela
associacdo dos aspectos clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais (pesquisa parasitoldgica,
diagnéstico imunologico e moleculares) (GONTIJO; CARVALHO,2003; GOTO-LINDOSO,
2010; REIS et al., 2006). O diagndstico clinico pode ser feito com base na caracteristica da
lesdo que o paciente apresenta, associada & anamnese, assim como a avaliacdo dos dados
epidemioldgicos da doenca. O diagndstico clinico-epidemiolégico pode ser complementado
pela Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) positiva e eventualmente pela resposta
terapéutica. Entretanto, os métodos laboratoriais sdo fundamentais para o diagndstico
diferencial de outras doengas (BRASIL, 2010; GONTIJO; CARVALHO, 2003) (Figura 5).

O diagnostico laboratorial baseia-se principalmente na pesquisa direta de parasitas em
esfregaco das lesGes apos a coloracdo de Giemsa ou Leishman. Para essa pesquisa de parasitas
utiliza-se o material coletado da escarificacdo do bordo de lesdo, bidpsia do bordo com
impressdo por aposicdo em Ildmina de vidro e/ou pungdo aspirativa da lesdo. Esse
procedimento é considerado de primeira escolha por ser mais rapido e de menor custo. No
entanto, a probabilidade de encontro do parasita € inversamente proporcional ao tempo de
duracdo da lesdo cutanea, sendo observado pequeno numero de parasitas em lesdes cronicas.
Como todas as especies de Leishmania sdo morfologicamente idénticas, essa técnica nao é
capaz de determinar a espécie do parasita. Sabe-se que a infec¢do secundaria contribui para
diminuir a sensibilidade do método (AMEEN, 2010; ANDRADE et al., 2009; BASANO;
CARVALHO, 2003; GONTIJO; CARVALHO, 2003; BENSOUSSAN et al., 2006; VEGA-
LOPEZ, 2003) (Figura 5).

Culturas in vitro utilizando o meio Agar-sangue Novy-McNeal modificado por
Nicolle-NNN também podem ser realizadas. A cultura dos promastigotas in vitro permite a
identificacdo da espécie presente na lesdo. Entretanto, as espécies de Leishmania apresentam
capacidade de crescimento variavel em cultura e esse método requer uma série de condicdes
laboratoriais, pessoal treinado e mais de 10 dias para a aquisicdo de um nimero suficiente de
promastigotas para as investigacdes. A sensibilidade global desse método esta em torno de
50% para L.(V.)braziliensis. Além disso, pode ser realizada cultura in vivo, através da
inoculacdo em animais de laboratério, de preferéncia, hamster, nas patas posteriores ou
focinho. No entanto, além do longo tempo necessario para a evolucdo da lesdo no modelo
animal (2 a 9 meses em média) e da necessidade de um laboratorio adequado, a eficacia do

isolamento apresenta grande variacdo conforme a espécie de Leishmania (AMEEN, 2010;
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BASANO; ANDRADE et al., 2009 CARVALHO, 2003; GONTIJO; CARVALHO, 2004)
(Figura 5).

Pode-se realizar o diagndstico de forma indireta, através da mensuracdo da resposta
imune celular com a injecdo intradérmica de antigenos do parasita (Intradermorreacdo de
Montenegro). Essa técnica detecta a hipersensibilidade celular retardada uma vez que a LTA
caracteriza-se pelo aparecimento de uma resposta imune celular durante a doenca e apos a
cura da infeccdo, seja de forma esponténea ou ap6s o tratamento. A reacdo € medida em 48 a
72 horas, sendo consideradas positivas as reacdes com area de enduracdo igual ou maior que
5mm (BRASIL, 2010, GONTHO; CARVALHO, 2003). Apesar da sua grande importancia
diagndstica, deve ser lembrado que a positividade da IDRM ndo significa doenca em
atividade, significa apenas que o individuo ja se exp0s a antigenos do parasita. Geralmente,
esta exposicdo deve-se a infec¢do por Leishmania, porém sabe-se que repetidas aplicaces do
proprio IDRM também podem induzir uma imunossensibilizacdo capaz de conferir
positividade ao teste. A resposta imune celular que se desenvolve com a infeccdo é
normalmente duradoura. Assim, o teste permanece positivo ap0s o tratamento, cicatrizacdo da
lesdo cutanea tratada ou curada espontaneamente, podendo torna-se negativo nos individuos
fraco-reatores e nos precocemente tratados.

A IDRM ¢é positiva na grande maioria dos pacientes com LTA (BRASIL, 2010;
GONTIJO;CARVALHO, 2003). Entretanto, em estagios iniciais da LC, é possivel encontrar-
se negativo, tornando-se positivo com a evolugio da doenca. E importante ressaltar o risco do
estabelecimento de diagndstico baseado apenas na IDRM positiva. Uma reacao positiva ndo
pode ser considerada como elemento suficiente para o diagndstico em individuos moradores
de area endémica, visto que pode ser interpretada como leishmaniose anterior, leishmaniose
em atividade, aplicacdo anterior de antigeno de IDRM, exposicdo ao parasito sem doenca
(infeccdo), hipersensibilidade ao diluente do teste ou reacdo cruzada com outras doencas
(doenca de Chagas, esporotricose, hanseniase virchowiana, tuberculose, cromomicose, entre
outras). Esse é um teste util para estudos epidemiologicos e para determinar prevaléncia da
infeccdo em uma regido (BASANO; CAMARGO, 2004; BRASIL, 2010; GONTHNO;
CARVALHO, 2003; GOTO; LINDOSO, 2010; OMS, 2010) (Figura 5).

Outros diagnosticos que podem ser utilizados sdo 0s exames histopatologicos
(coloracéo pela hematoxilina-eosina), uso de anticorpos marcados com imunoperoxidase para
deteccdo do parasita e testes sorolégicos que proporcionam a detec¢do de anticorpos
circulantes especificos contra antigenos parasitarios, fornecendo parametros indiretos para o

diagndstico. Esses testes sorologicos incluem a rea¢do de Imunofluorescéncia indireta, ELISA
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e Western Blot (BRASIL, 2010; GONTIJO; CARVALHO, 2003) (Figura 5). Embora esses
testes sorologicos sejam amplamente utilizados, eles ndo correlacionam os niveis de
anticorpos circulantes com o estagio da doenca, além disso pode haver rea¢fes cruzadas com
outros tripanossomatideos (OLIVEIRA et al.,2013). Estudos mostram que a citometria de
fluxo permite a deteccdo de anticorpos anti-Leishmania, sendo desse forma, uma alternativa
para diagndsticos e critérios de cura apOs o tratamento em pacientes com LTA ativa
(OLIVEIRA et a., 2013; ROCHA, 2002; 2006).

Além das teécnicas acima citadas, ha os métodos moleculares como o PCR
convencional e a PCR quantitativa em tempo real para o diagndstico de leishmaniose. A PCR
convencional é uma técnica que permite amplificar em escala exponencial sequéncias de
DNA. Apresentando alta sensibilidade é capaz de detectar quantidades tdo pequenas quanto 1
fentograma de DNA de Leishmana, o equivalente a 1/10 do parasita. Essa técnica apresenta
especificidade, rapida avaliacdo dos resultados, possibilidade de utilizar diferentes materiais
biologicos e a possibilidade de detectar DNA de promastigota e amastigota. A PCR
quantitativa em tempo real utiliza primers especificos para o género Leishmania permitindo a
pesquisa de polimorfismos para identificar espécies de Leishmania e também mensurar a
carga parasitaria nas lesdes. A PCR quantitativa em tempo real € uma técnica promissora e
embora necessite de uma estrutura laboratorial adequada (equipamento caro e habilidade
técnica), observa-se uma menor probabilidade de contaminagdes comparados ao PCR
convencional (BRASIL, 2010; GONTIJO; CARVALHO, 2003 GOTO;LINDOSO, 2010).

Na pratica, no entanto, a conduta mais utilizada é a pesquisa direta de parasitas e a
Intradermorreacdo de Montenegro, aliada ao aspecto clinico e ao antecedente epidemiologico
(AMEEN,2010; BASANO; CAMARGO, 2003) (Figura 5).

Devido ao custo do tratamento e a sua possivel toxicidade, além da existéncia de
semelhancas entre as manifestagdes clinicas e sintoma na LTA com outras doencas, €
importante fazer o seu diagnostico preciso. O diagndstico diferencial deve ser feito para
outros possiveis problemas dermatolégicos como: infeccdo cutdnea por Mycobacterium,
Ulceras traumaticas ou estase venosa, lepra, infec¢des fangicas, cancer, sarcoidose e infec¢oes
piogénicas da pele (como as por estafilococos e estreptococos) (GOTO; LINDOSO, 2010;
OMS, 2010; REITHINGER et al., 2007).
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Figura 5 :Diagnostico da Leishmaniose Tegumentar Americana
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Fonte: Adaptado de GONTIJO;CARVALHO, 2003

3.5. Tratamento e Controle da Leishmaniose Tegumentar Americana

A leishmaniose cutanea é tratada para acelerar a cura e reduzir a formacdo de
cicatrizes principalmente em locais como a face, prevenir a disseminacdo do parasita e as
recidivas. O objetivo da quimioterapia é a cura clinica da lesdo, a eliminacdo do parasita e
aumentar a capacidade do hospedeiro em combater a infeccdo (AMEEN, 2010; GOTO;
LINDOSO, 2010; REITHINGER et al., 2007).

Em paises onde a leishmaniose € endémica, 0 ministério da saude fornece tratamento
gratuito para todos os pacientes. No entanto, sabe-se que geralmente esse tratamento ndo €
viabilizado na prética devido aos estoques limitados, principalmente em areas rurais. Aléem
dessas dificuldades, estudos mostram que ndo existe um unico e efetivo tratamento para todas
as espécies do parasita e que esse tratamento é feito baseado na espécie de Leishmania
infectante, na localizacdo geografica, disponibilidade, custo de drogas e na quantidade de
lesbes do pacientes. (AMEEN, 2010; GONZALES et al., 2009; GOTO; LINDOSO,2010;
MONZOTE, 2009; REINTHINGER et al., 2007).

Os antimoniais pentavalentes sdo a droga de primeira escolha de todas as formas de

leishmaniose cutanea causada por varias espécies de Leishmania, embora as formas mucosas
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exijam maior cuidado, podendo apresentar respostas mais lentas e maior possibilidade de
recidivas. Essas drogas estdo disponiveis em duas formulages: antimoniato de N-
metilglucamina (Glucantime®) e estibogluconato de sédio (Pentostan®). No Brasil, o
tratamento primariamente é feito com o Glucantime®. O mecanismo de ago dos antimoniais
pentavalentes ndo é totalmente esclarecido, entretanto, estudos mostram que essa droga
interfere na bioenergética das formas amastigotas, inibindo tanto a glicolise como a oxidacdo
de acidos graxos (BRASIL, 2010; GONTIJO; CARVALHO, 2003; MONZOTE, 2009).

Visando organizar o esquema terapéutico, a Organizacdo mundial da saiude (OMS)
recomenda que a dose do antimonial seja calculada em mg/Sh'/Kg/dia (Sbh” = antiménio
pentavalente). As lesbes ulceradas podem sofrer contaminacdo secundaria, razdo pela qual
devem ser prescritos cuidados locais. Segundo as recomendacbes do Ministério da
Saude/Fundacdo Nacional da Saude para o uso do antimoniato de N-metilglucamina, nas
formas cutaneas localizadas e disseminadas a dose varia entre 10 a 20 mg/Sb"/Kg/dia.
Sugere-se 15mg/Sh"/Kg/dia tanto para adultos quanto para criancas, durante 20 dias seguidos,
aplicados por via intramuscular ou endovenosa. Se ndo houver cicatrizagdo completa trés
meses (12 semanas) ap0s o término do tratamento, 0 esquema devera ser repetido,
prolongando-se, desta vez, a duracdo da série para 30 dias. Persistindo 0 insucesso
terapéutico, deve ser utilizada uma das drogas de segunda escolha. Na forma difusa a dose €
de 20mg/SbY/Kg/dia, durante 20 dias seguidos. Inicialmente pode-se observar relativa
resposta terapéutica, porém séo frequentes as multiplas recidivas. Em todas as formas de
acometimento mucoso a dose recomendada é de 20 mg/ShY/Kg/dia, durante 30 dias
consecutivos, preferencialmente em ambiente hospitalar. Se ndo houver cicatrizacdo completa
trés meses (12 semanas) apds o término do tratamento, o0 esquema devera ser repetido apenas
uma vez. Pacientes ndo responsivos devem utilizar uma das drogas de segunda escolha
(GONTIJO; CARVALHO, 2003; GOTO; LINDOSO, 2010).

O longo periodo de tratamento permite que essas drogas leishmanicidas acumulem-se
nos tecidos, particularmente figado e baco ocasionado alta toxicidade e efeitos colaterais. Os
efeitos colaterais mais frequentes séo artralgia, mialgia, inapeténcia, cefaléia, febre, vomitos,
tontura, inchaco no local da aplicacdo, cardio, nefro e hepatotoxidade. Os pacientes,
principalmente os mais idosos, devem ser submetidos a avaliacdo cardioldgica prévia, além de
serem monitorados por exames bioquimicos, hematoldgicos e eletrocardiograma. Por serem
abortivos, os antimoniais ndo podem ser administrados a gestantes. Devido ao tratamento
prolongado, a existéncia de efeitos colaterais e a via de administracdo da droga muitos

pacientes desistem do tratamento levando ao surgimento de varias linhagens do parasita
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resistentes a essas drogas leishmanicidas (GONTIJO; & CARVALHO, 2003; GONZALEZ et
al., 2009; GOTO; LINDOSO, 2010; KEDZIERSKI, 2010; OMS, 2010; REINTHINGER et
al., 2007).

A Anfotericina B, droga de segunda escolha no tratamento da LTA, é empregada
quando ndo se obtém resposta ao tratamento com antimonial ou na impossibilidade de seu
uso. Considerada mais eficaz que os antimoniais no tratamento das lesGes mucosas, €
apresentada em frascos de 50 mg para administracdo endovenosa. A dose inicial de 0,5
mg/kg/dia deve ser aumentada gradativamente, conforme a tolerancia do paciente, até 1
mg/kg/dia. A administracdo deve ser feita em dias alternados, respeitando-se o limite maximo
de 50mg (1 frasco) por aplicacéo, até a dose total de 1 a 1,59 para LC e de 2,5 a 3g para LM.
Sabe que essa droga atua sobre o ergosterol, presente na membrana da Leishmania,
aumentando a permeabilidade da membrana celular e permitindo o influxo de ions para dentro
do parasita, tanto da forma promastigota quanto da amastigota, e consequentemente
ocasionando a morte dos mesmos. Os efeitos colaterais mais comuns incluem nauseas,
vomitos, febre, hipopotassemia, insuficiéncia renal, anemia e alteragdes cardiacas. A cardio e
nefrotoxicidade, além do uso endovenoso, impedem seu uso fora do ambiente hospitalar.
(GONTIJO; CARVALHO, 2003; MANZOTE, 2009)

As Pentamidinas tém sido utilizadas com sucesso no tratamento da leishmaniose
cutanea e leishmaniose mucosa. Essa droga atua sobre o genoma do parasita dificultando a
replicacdo e a transcricdo a nivel mitocondrial. A dose preconizada é de 4mg/kg/dia, por via
intramuscular profunda, 3 vezes por semana, por 3 a 4 semanas e recomendando-se ndo
ultrapassar a dose total de 2g. Entre os efeitos colaterais destacam-se mialgia, dor no local da
injecdo, nausea, dor de cabeca, sensacdo de queimacdo, hipotensdo, casos reversiveis de
hipoglicemia e casos irreversiveis de diabetes mellitus insulino-dependente e morte
(GONTIJO; CARVALHO, 2003; MONZOTE, 2009).

A eficécia do tratamento envolve fatores como: tipo de Leishmania spp. infectante e o
seu subtipo; fatores do hospedeiro, como localizacdo e cronicidade das lesGes; presenca de
infeccBes concomitantes; e o protocolo experimental de avaliacdo utilizado nos estudos, dado
que os critérios de cura variam de acordo com o grupo/pais de estudo (REINTHINGER et al.,
2007). Assim como lesbes cutaneas podem curar-se espontaneamente ou responder bem ao
tratamento, as mesmas podem, embora com menos frequéncia, tornar-se resistentes a
quimioterapia. Sendo assim, fatores que podem vir a influenciar a escolha e a eficacia do

tratamento sdo: falhas terapéuticas anteriores, disponibilidade local das drogas, custo dos
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medicamentos, localizacdo e quantidade de lesbes e potencial para disseminacdo (AMEEN,
2010; GOTO; LINDOSO, 2010)

Dessa forma, com o objetivo de reduzir os efeitos colaterais, o custo e o indice de
evasdo do tratamento, vérios estudos tém sido feitos nas Ultimas décadas visando o
desenvolvimento de novos esquemas terapéuticos, novas vias de administracdo (local, tépica e
oral, por exemplo) e novos tratamentos. Atualmente, estudos mostram tratamentos com
drogas orais como o cetoconazol, fluconazol e itraconasol, inicialmente utilizados para
tratamento de infecc¢Ges fungicas e miltefosine, usado inicialmente para tratamento de cancer,
além de tratamentos topicos como paromomicina, azitromicina, imiquimod e tratamentos
baseados no termosensibilidade das formas promastigotas do parasita, utilizando o frio e o
calor através de técnicas como lampadas infravermelhas ou com luz ultravioleta, e/ou crio
cirurgias com CO; ou nitrogénio liquido (CROFT et al., 2006; GOTO; LINDOSO, 2010;
PISCOPO; MALLIA, 2006).

Apesar de melhores regimes de tratamentos estarem disponiveis, a eliminacdo da LTA
provavelmente sera obtida com o uso de vacinacgdo, que contribuiria também para a reducao
em longo prazo dos reservatorios potenciais, limitando a transmissao da doenca (DUTHIE et
al., 2012). E necessario, dessa maneira, o estudo de novos antigenos potencialmente
candidatos a vacina e imunoprofilaticos. Essa ideia é originaria da observacdo de que
pacientes que se recuperam da leishmaniose apresentam uma soOlida imunidade contra
reinfeccdo (AMEEN, 2010; REINTHINGER et al., 2007; ROBERTS, 2006). Estudos da
resposta imune celular na LTA, antes e ap0s o tratamento quimioterapico, foram realizados
utilizando-se extratos brutos, soliveis e insoliveis, além de moléculas individuais e
recombinantes na tentativa de contribuir para identificacdo de novas moléculas imunogénicas
do parasito (BRELAZ-DE-CASTRO et al., 2012; CASTELLANO et al., 2009; COUTINHO
et al., 1996; DA-CRUZ et al., 2002; LEOPOLDO et al., 2006; REIS, 2009 et al.; TELINO et
al., 2005; TOLEDO et al., 2001). No entanto, testes em humanos com parasitos mortos e
proteinas recombinantes resultaram em apenas imunidade de curta duracdo (SCHRIEFER et
al.,2008).

No momento alguns testes clinicos com protétipos candidatos a vacinas podem ser
encontrados. A vacina Leish-111f esta na fase | e Il de testes clinicos (tolerancia
imunogenicidade, eficacia e seguranca) (http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00111553). Ja
a vacina LEISH-F2+MPL-SE, que consiste na proteina de leishmania LEISH-F2 e no
adjuvante MPL-SE estd na fase Il (eficAcia, seguranca e imunogenicidade)

(http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01011309). OQutra vacina, que consiste em formas
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autoclavadas de L. major associadas ao BCG e hidroxido de aluminio como adjuvante estdo
na fase Il e 11l desses testes (http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00429780). Apesar dos
avancos e promessas, principalmente em modelos animais, ainda ndo se tem disponivel uma
vacina humana (KEDZIERSKI, 2010; NYLEN; GAUTAM, 2010; ROBERTS, 2006).

O critério de cura é clinico da LTA é baseado no acompanhamento mensal por trés
meses consecutivos e apos cura clinica, por 12 meses apés o término do tratamento. Na forma
cuténea, o critério de cura é definido pelo aspecto clinico da lesdo: reepitalizacdo das lesdes
ulceradas e ndo-ulceradas, regressdo total da infiltracdo e eritrema, trés meses apds a
concluséo do esquema terapéutico. A resolugédo da doenca resulta em uma cicatriz permanente
e caracteristica que, dependendo do tamanho e localizagdo, podem causar trauma significativo
no individuo afetado. Nas formas mucosas € definido pela regressdo de todos os sinais e
comprovado pelo exame otorrinolaringolégico, até seis meses apos a conclusdo do esquema
terapéutico. A cicatrizacdo geralmente confere ao individuo protecdo contra reinfecgéo,
podendo essa ser restrita ou ndo a mesma espécie de Leishmania spp (BRASIL, 2010; BRITO
et al., 2001; CARVALHO et al., 1995; GONTIJO; CARVALHO, 2003; REITHINGER et al.,
2007).

O controle da LTA deve dispor de diferentes abordagens. Dentre elas, ressalta-se a
vigilancia epidemiolégica com notificacdo de casos e tratamento; medidas de atuacdo na
cadeia de transmissdo, impedindo a infeccdo de vetores, hospedeiros e reservatorios; medidas
educativas, incluindo a utilizacdo protecdo individual como mosquiteiros, telas finas nas
janelas e portas, repelentes e roupas que protejam areas expostas, e distanciamento das
construcdes de matas. Outras abordagens incluem medidas administrativas como saneamento
para evitar o acumulo de lixo e de detritos que possam atrair roedores e pequenos mamiferos,
que podem servir como reservatorio, assim como melhorias das condi¢cdes de habitacdo e
capacitacdo de profissionais de salude. O desenvolvimento de uma vacina eficiente e
operacional seria uma medida definitiva e eficaz em termos de custos e prevencdo (BRASIL,
2007; BASANO; CAMARGO, 2004; DESJEUX, 2004).

3.6. Resposta Imune na Leishmaniose Tegumentar Americana

Estudos utilizando modelos experimentais de infeccdo por L.major em camundongos
tém mostrado que a resposta imune mediada por células apresenta um importante papel no
processo de cura e progresséo da doenca (REIS et al., 2006; CHOI; KROPF, 2009;
KEDZIERSKI, 2010; PISCOPO; MALLIA, 2006). Nesses modelos experimentais, 0s
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mecanismos de cura e resisténcia a infeccdo por L. major estdo associados a ativacdo de
macrofagos levando a destruicdo do parasita. Dessa forma, citocinas do perfil Thl como IFN-
vy ¢ TNF-a tem demostrado um importante papel no processo de ativagdo de macrofagos e
destruicdo do parasita. Por outro lado, os mecanismos de morbidade estdo relacionados aos
efeitos de citocinas do perfil Th2 como IL-10, IL-4 e TGF-B. Essas citocinas sdo capazes de
inibir a diferenciagdo de linfocitos Thl e a producéo de IFN-y e TNF-a (BARATTA-MASINI
et al, 2007). A Leishmania, no entanto, tem a capacidade de direcionar a diferenciacdo das
células T para uma resposta do tipo Th2, levando a persisténcia da infeccdo (BOGDAN,
ROLLINGHOFF, 1998, REIS et. al., 2006).

A dicotomia observada em modelos experimentais de LC em camundongos ndo é
demostrada em humanos, sendo os fatores que coordenam a resposta imune do hospedeiro e
as manifestacOes clinicas durante a leishmaniose mais complexos do que em camundongos.
Sabe-se, no entanto, que tanto em humanos como em animais as citocinas apresentam um
importante papel na formacdo resposta imune do hospedeiro em infec¢bes por Leishmania
(CUMMINGS, 2010; SHARMA,; SINGH, 2009).

Em humanos, o controle da leishmaniose cutdnea é mediado por linfécitos T. Esses
linfocitos T desempenham um papel fundamental na formacdo da resposta imune do
hospedeiro através da secrecdo de citocinas, que pode atuar tanto de forma sinérgica e
antagbnica (CUMMINGS , 2010; SHARMA; SINGH, 2009; SOUZA et al., 2013). Os
linfocitos T sdo fundamentais na resposta do hospedeiro a LTA: eles sdo decisivos para cura e
geracdo de uma resposta imune protetora a0 mesmo tempo em que sdo responsaveis pela
persisténcia da doenca e a sua patologia (CHOI; KROPF, 2009)

A resposta imune mediada pelos linfocitos T na infeccdo por L. (V.) braziliensis,
comparada a L. major, tem sido menos estudada devido alguns fatores. A dificuldade no
crescimento in vitro deste parasita, a ineficiente conversdo em promastigotas metaciclicos,
aléem da resisténcia de muitas linhagens de camundongos frente a infeccdo, devido a
inabilidade dessa espécie de Leishmania de inibir a resposta Thl (LIMA et al., 1999; REIS et
al. 2009). Dessa forma, a dificuldade no estabelecimento do modelo experimental para L. (V.)
braziliensis contribuiu e contribui para o surgimento de estudos com pacientes (CARVALHO
et al.,, 1995; COUTINHO et al., 1996; DA-CRUZ et al., 2002; LEOPOLDO et al., 2006;
TELINO et al., 2005)

Em todas as formas clinicas de LTA, a resposta imune é dependente de células T e, de
maneira geral, aceita-se que a diferenga entre resisténcia e susceptibilidade a infec¢do esta

relacionada com o nivel de expansdo de células Thl e Th2. No perfil Thl, citocinas como
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interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) atuam na ativagdo de
macréfagos induzindo a enzima INOS a produzir Oxido nitrico e espécies reativas de
oxigénio, levando a destruicdo do parasita e resisténcia a infecgdo por Leishmania, enquanto
citocinas do tipo Th2, como as interleucinas IL-4 e IL-10 estdo ligadas a susceptibilidade a
infeccOes por Leishmania (COUTINHO et al., 1996; BARATTA-MASNI et al., 2007). Sabe-
se que a produg¢do de NO pode ser regulada pelo fator B de crescimento e transformagao
(TGF-B). Neste caso, o parasita estimula a producdo desta citocina, inibindo a producéo de
NO por macréfagos ativados por IFN-y. A indu¢do de TNF-a ou TGF-B depende da presenca
e quantidade de IFN-y no inicio da infec¢do (GREEN et al., 1994; BOGDAN, 2001). As
diferentes manifestacdes clinicas sdo fortemente influenciadas pela resposta imune do
hospedeiro (BACELLAR et al., 2002; PINHEIRO, 2004). A Figura 6 ilustra os diferentes
subtipos de células T e seus papéis para ativacao/inibicdo macrofagica.

Na forma cuténea localizada, as lesdes sdo geralmente ulceradas e apresentam poucos
parasitos com tendéncia para a cura espontanea ou uma boa resposta ao tratamento (DA-
CRUZ et al., 2002). Ha uma forte resposta de células T, com citocinas do tipo Thl, como
IFN-y e IL-12, e uma alta frequéncia de células B (LOUZIR et al., 1998; VIEIRA et al.,
2002). A leishmaniose cutanea disseminada é caracterizada por varias lesdes acneiformes e
papulares, com parasitos raros ou ausentes, e é frequente o envolvimento das mucosas. As
respostas imunoldgicas sao bem variadas, tanto ha uma forte resposta de células T como uma
auséncia de imunidade celular (CARVALHO et al., 1994; REIS et al., 2006) .Individuos com
leishmaniose cutanea difusa apresentam multiplos nédulos e falham em produzir uma resposta
imune mediada por células durante a infeccdo, sendo incapazes de controlar a multiplicacdo
parasitaria e a progressdo da doenca em consequéncia da falta da expressdo de mRNA para
IFN-y e da baixa expressdo para IL-2. Esses pacientes ndo apresentam cura, sdo altamente
resistentes a quimioterapia e exibem uma resposta do tipo Th2, com elevados niveis de IL-4
(CACERES-DITTMAR et al., 1993).

A leishmaniose mucocutanea (LM) é caracterizada por lesdes destrutivas das mucosas,
principalmente boca e nariz, ndo ocorrendo cura espontanea. Apresenta uma elevada resposta
por células T especificas, tanto Thl como Th2, sendo direcionada para uma resposta do tipo
Thl que é mais forte quando comparada com lesdes cutaneas localizadas. A resposta
exacerbada do tipo Thl esta associada a uma cronica e severa destruicdo tecidual, em razdo de
uma forte resposta inflamatoria, e a escassez de parasitos nas lesdes (BACELLAR et al.,
2002). Altos niveis de citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IFN-y sdo produzidas, além de IL-

4. Essa resposta é fracamente regulada por IL-10 e TGF-B, encontradas em niveis diminuidos,
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mostrando que uma resposta inadequada do tipo Thl, considerada protetora na maioria das
formas dessa doenca, pode levar a uma imunopatogénese exacerbada (BACELLAR et al.,
2002).

Além dos perfis Thl e Th2, a resposta imune nas infec¢des por Leishmania tem sido
cada vez mais aprofundada em termos de complexidade. Em alguns trabalhos, foi descrito o
perfil Th3, induzido por TGF-B, que pode induzir ¢ manter a tolerancia periférica através de
ceélulas T regulatdrias (Treg) (CARRIER et al., 2007; WEINER, 2001). Também foi descrito
o perfil Th17, que pode estar envolvido em processos que levam a cronicidade da doenca
(BETTELLI et al., 2008) ao aumenta a producdo de multiplos mediadores inflamatorios,
como IL-1, IL-6, TNF-a e NOS2. Bacellar et al. (2009) demonstraram a produgdo de IL-17
durante a infeccdo por L.(V.) braziliensis, além de correlacdo direta entre esta citocina e TNF-
a, indicando o possivel envolvimento de IL-17 no progresso da LTA.

Estudos realizados por diferentes grupos de pesquisa tem estudado os mecanismos
imunologicos envolvidos no desenvolvimento da doenca em pacientes infectados por
Leishmania através de tecnicas de cultura celular e posterior dosagem de citocinas, em
individuos com lesédo ativa, antes e ap0s tratamento quimioterapico e em pacientes curados
espontaneamente (CARVALHO et al., 1995; GOMES-SILVA et al., 2007; REIS et al., 2009).

Diversos antigenos protéicos tém sido utilizados com a finalidade de induzir uma
resposta imune benéfica, podendo ser considerados candidatos potenciais ao desenvolvimento
de tratamentos baseados em imunoterapia e em vacinas. Além dessas proteinas, extratos
brutos, soltveis e insollveis de promastigotas de diferentes espécies de Leishmania tém sido
utilizados para avaliacdo in vitro da resposta imune na tentativa de contribuir para a
identificacdo de novas moléculas imunogénicas do parasita (ANTONELLI et al., 2004; DA-
CRUZ et al. 2002; TELINO et al., 2005).

Trabalhos anteriores realizados por nosso grupo, com ambas as fraces aqui estudadas
demonstraram que o soro de pacientes com LTA ativa, PT e CE foram capazes de reconhecer
antigenos da fracao antigénica solivel (30 kDa) e insoltvel (19 kDa). Diante dos resultados,
sugeriu-se que esses antigenos poderiam ser utilizados como testes diagndsticos (BRITO et
al., 2000; 2001). Em outros trabalhos, também demonstramos o potencial de estimulacdo
antigénica das fracGes sollvel e insollvel, e a sua capacidade de provocar linfoproliferacéo e
estimulacdo da producdo de citocinas Thl e Th2 em PBMC de pacientes, mensuradas através
de ensaios com incorporacdo de Timidina Hz e ELISA, respectivamente ( REIS et al., 2009;
SOUZA, 2010).
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Souza (2012; 2013), avaliando a resposta imune celular em PBMC de pacientes com
LTA ativa frente as fracGes antigénicas solivel e insolivel de L(V.).braziliensis antes do
tratamento através da técnica de ELISA observou aumento na producdo de IFN-y e TNF-a e
IL-10 em pacientes quando comparados ao grupo controle. Esses resultados sugeriram que
apesar de pacientes terem sido capazes de apresentar uma eficiente resposta imune contra o
parasita, pode haver um mecanismo imunorregulatério permitindo o controle da forte
resposta inflamatoria e , dessa forma, mantendo a integridade tecidual do hospedeiro.

Estudos anteriores sobre a resposta imune na LTA causada por L. (V.) braziliensis,
utilizando PCR quantitativa em tempo real observaram que o mRNA para IFN-y foi
preferencialmente expresso na forma cutanea localizada em relagdo a outras citocinas,
enquanto que IL-4, IL-5 e IL-10 foram detectadas nas formas mucosa e difusa da doenca
(CACERES-DITTMAR et al., 1993; PIRMEZ et al., 1993). Bacellar et al. (2002), também
utilizando PCR quantitativa em tempo real, observaram uma forte expressdo do gene para
IFN-y em pacientes com a forma muco-cutanea da doenga. Em contraste, foram verificados
baixos niveis de mRNA para IL-10 (GIULIETTI et al., 2001).

A reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa (RT-PCR) € um método
bastante eficiente, sendo utilizado para detectar RNA mensageiro (MRNA) para citocinas em
diversos tecidos. Com o desenvolvimento da técnica de PCR tempo real quantitativa (QPCR),
é possivel visualizar e quantificar os produtos de RT-PCR no decorrer da reagdo (GIULIETTI
et al., 2001).

Atualmente, as pesquisas buscam identificar marcadores imunologicos que permitam
compreender 0s processos que levam a formagdo da lesdo na LTA, como também os
mecanismos responsaveis pela resisténcia e cura da doenca. Dessa forma, devido ao
surgimento do perfil Th3, perfil Th17 e as células T regulatorias ha a necessidade de reavaliar
a importancia do perfil Thl e Th2 frente a infeccdo por Leishmania (V.) braziliensis. Além
disso, embora existam varios estudos sobre os perfis Thl e Th2, ndo existe um padrdo de
resposta imune estabelecido frente aos antigenos soltvel e insolGvel de L. (V.) braziliensis e a
associacdo da expressdo desses mediadores com tempo, tamanho e numero de lesbes e a

resposta a IDRM-
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Figura 6: Esquema demostrando a resposta imune na LTA
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Fonte: Adaptado de GOLLOB et al., 2008.

Nota: As células T CD4" Th1, estimuladas por I1L-12 e IFN-y, produzem IFN-y e TNF-a, que levam a
ativacdo da enzima ¢xido nitrico sintase (iNOS) estimulando os macréfagos a produzirem 6xido
nitrico (NO), levando a morte intracelular do parasita. As células T CD4" Th2, por sua vez, sdo
estimuladas por IL-4 e produzem IL-10, IL-4, IL-5 e IL-13, que inibem a producdo de NO,
dificultando o combate ao parasita. O perfil Th3, induzido por TGF-f e IL-10, estimula a produgéo de
IL-10, que inibe a producdo de NO, levando a resisténcia do parasita. Células T reg atuam também na
mediacgao da resposta por células efetoras.
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4. METODOLOGIA

4.1. Consideracdes Eticas

Os procedimentos para coleta de sangue foram realizados somente ap6s o individuo
concordar em assinar o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (TCLE) (apéndices A,
B e C). Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes — CPgAM-FIOCRUZ com o projeto “Caracterizagao da resposta
imune celular na leishmaniose tegumentar americana ativa ¢ apos cura clinica”, do qual o
presente estudo faz parte (CEP/CPgAM n° 60/05, CAAE n° 0757.0.095.000-05, Anexos A e
B).

4.2. Tipo de Estudo e Amostragem

O estudo foi do tipo experimental (ndo-randomizado). Foram realizadas comparagdes
entre um grupo de participantes que apresentaram LTA ativa e outro formado por sujeitos sem
historia prévia de LTA, denominado controle. Ambos foram escolhidos a partir de critérios de
disponibilidade ou conveniéncia (ROUQUAYROL; ALMEIDA FILHO, 2003).

4.3. Populacdo de estudo

Os pacientes do presente estudo foram provenientes de Recife, Cha da Alegria, Moreno,
Aracoiaba, Olinda e Jaboatdo dos Guararapes. Foram selecionados 27 pacientes portadores de
lesdo ativa, de ambos os sexos e idade igual ou superior a 12 anos. Para esta sele¢do, foram
observados 0s seguintes critérios: apresentacdo de uma ou mais lesbes cuténeas ativas,
auséncia de tratamento quimioterapico prévio e diagndstico confirmado para LTA realizado
em colaboracdo com pesquisadores pertencentes ao Servigco de Referéncia em Leishmanioses
(SRL) do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM). Os pacientes com lesdo ativa
foram atendidos no ambulatorio do CPgAM, onde foram esclarecidos do objetivo do estudo e
foram acompanhados para realizacdo de exames clinico-laboratoriais e para os procedimentos
de coleta de sangue.

O grupo controle (n = 6) constituiu-se de individuos saudaveis, com idade acima de quinze
anos, residentes em area ndo endémica e sem historia prévia de transfusdo sanguinea. O
material coletado foi processado no CPgAM/FIOCRUZ, na cidade de Recife-PE. Os
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procedimentos para coleta de sangue sé foram realizados apds todos os individuos

concordarem em assinar o “Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido” (Apéndice C).

4.4. Exames laboratoriais para avaliagcdo dos pacientes

Apos avaliacdo clinica no nucleo de vigilancia de satde dos municipios da localidade de
origem, os pacientes foram encaminhados ao Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes CPgAM-
FIOCRUZ onde forneceram seus dados ( idade, tempo, nimero e tamanho de lesdo)
(Apéndice D) e foram submetidos a alguns procedimentos laboratoriais para confirmacdo da
doenca. Os exames incluiram: Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM); pesquisa direta
através de escarificacdo da borda da lesdo com lamina de bisturi estéril, e posterior coloracdo
por Giemsa; reacdo de Imunofluorescéncia indireta (IFI) e PCR convencional que utilizara
primers especificos: Bl (5~ GGGGTTGGTGTAATATAGTGG-3) e B2 (5'-
CTAATTGTGCACGGGGAGG-3’) para o subgénero Viannia, tendo como alvo a regido do
mini-circulo do KDNA, os quais amplificam um fragmento de 750 pb (DE BRUJIN;
BARKER, 1992; SAMBROOK; FRITSHI; MANIATIS, 1989).

4.5. Obtencdo das fragdes antigénicas de L. (V.) braziliensis

Formas promastigotas (cepa MHOM/BR/75/M2903) foram expandidas em cultura
com meio Schneider’s (Sigma, St. Louis, MO) contendo 10% de soro fetal bovino (SBF;
Cultilab, Campinas,SP, Brasil) e 1% de antibiotico (penicilina 100 Ul/ml e estreptomicina
100 mg/ml — Sigma, St. Louis, MO) até a fase de crescimento exponencial. A massa
parasitaria foi entdo submetida a trés lavagens com salina tamponada (PBS — pH 7,2) através
de centrifugacdes a 800 x g, por 15 minutos, a 4°C. O sedimento resultante foi armazenado a —
20°C até o momento do uso.

Para a obtencdo dos antigenos, as aliquotas estocadas foram descongeladas,
ressuspendidas em agua destilada contendo inibidores de proteases (metil-fenil-fluoreto —
PMSF, 0,01mM e acido etilenodiaminotetracético — EDTA, 2mM) e pepstatina A, 0,001M
(Sigma, St. Louis, MO). Em seguida, foram ultrassonicadas (100w, 10 ciclos de 30 segundos
com 2 pulsos por segundo) e centrifugadas a 10.000 x g durante 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante removido foi submetido a uma nova centrifugacdo a 100.000 x g durante uma
hora, a mesma temperatura. O sobrenadante resultante correspondente ao antigeno solGvel e o

sedimento, antigeno insolivel de L. (V.) braziliensis, foram submetidos a uma dosagem
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protéica segundo o método de Bradford (1976) modificado por Read & Northcote (1981),
além de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo Laemmli (1970). Apo6s
esses procedimentos, os antigenos foram armazenados a —20°C até a utilizagdo nos ensaios de
cultura celular (BRITO et al., 2000)

4.6. Obtengdo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Quarenta mililitros de sangue foram coletados utilizando-se o sistema a Vvacuo
(Vacutainer®). O sangue foi diluido em PBS pH 7,2 na proporcéo 2:1 e transferido para tubos
conicos contendo Ficoll-Paque (Amersham Bioscience, Uppsala, Suécia), também na
proporcao 2:1. Apos centrifugacdo a 900 x g por 30 minutos a 20°C, a camada de PBMC
obtida entre a mistura de Ficoll-Paque e o plasma foi removida e depositada em novos tubos
conicos. Foi adicionado 40mL de PBS pH 7.2 e posteriormente realizada uma centrifugacéo a
300 x g por 15 minutos a 20°C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido
em 10 ml de PBS (pH 7,2) e novamente centrifugado a 300 x g, durante 0 mesmo tempo e
mesma temperatura. Depois do descarte do sobrenadante, o sedimento composto de PBMC
foi ressuspendido em meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, Cultilab,
Campinas,SP, Brasil) suplementado com 10% de SFB (Cultilab, Campinas,SP, Brasil).Uma
aliquota da suspensdo celular foi entdo removida, diluida 1:20 em azul de trypan (Sigma, St.

Louis, MO) e quantificada em cAmara de Neubauer, sendo feito 0 ajuste para o ensaio.

4.7. Cultura de células mononucleares do sangue periférico

As PBMCs foram cultivadas em placas de 24 poc¢os (TPP Trasadingen, Switzerland),
na concentracdo de 10° células/poco. O cultivo foi realizado em meio RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute, Cultilab, Campinas, SP, Brasil) contendo 1% de L-glutamina 200
mM, 1% piruvato de soédio 100 mM, 0,2% de bicarbonato de sddio 7,5% e 1% de antibiotico
(penicilina 100 Ul/ml e estreptomicina 100 mg/ml; Sigma, St. Louis, MO) suplementado com
10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas,SP, Brasil). As PBMCs foram estimuladas com
os antigenos soluvel (1,25ug/ml) e insoluvel (2,5ug/ml) de L. (V.) braziliensis. Como controle

positivo do ensaio, foi utilizado o mitégeno fitohemaglutinina (PHA) (Cultilab) na
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concentracdo de 5ug/ml, respectivamente. As placas foram mantidas em estufa a 37°C/5% de
CO, durante 24 horas.

4.8. Obtencdo de RNA a partir de PBMC

Apo6s 24 horas de cultura das PBMCs, as placas passaram por centrifugacéo (1800 x g
por 10 min, a T.A.) O sobrenadante foi coletado, armazenado e o pellet de PBMC em cada
poco da placa foi removido através de raspagem, utilizando-se 1mL de PBS gelado. Em
seguida, a suspensdo celular resultante foi transferida para microtubos de 1,5 mL,
identificados por estimulo. Procedeu-se a centrifugacdo dos microtubos a 300 X g por cinco
minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet de PBMC ressuspendido em TRIzol
(Life Technologies Carlsbad, CA). O Trizol é uma solugdo monoféasica de fenol e isocianato
de guanidina que rompe a celula mantendo a integridade do RNA. Apos leve agitacdo em
vortex, as células foram armazenadas a —80°C até a utilizacdo nos ensaios de extracdo de
RNA.

Neste processo, as celulas armazenadas foram descongeladas até atingirem a
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados a cada microtubo 200 ul de
cloroférmio P. A., submeteu-se 0 microtubo a leve agitacdo manual e incubacdo por 3
minutos. Apos centrifugacdo a 10.000 X g por dez minutos a 4°C, ocorre a separacao da
solucdo em 3 fases (aquosa, interface e organica). Na fase aquosa, também chamada de polar,
contétm o RNA e na interfase e fase organica, fase também denominada de apolar,
encontram-se 0 DNA, residuos celulares e proteinas, respectivamente. O sobrenadante
contendo RNA foi entdo transferido para novos microtubos, onde foram adicionados 500ul de
isopropanol, promovendo a precipitacdo do RNA. Apoés leve agitacdo manual e incubacédo
por dez minutos a T. A., as amostras foram novamente centrifugadas a 10.000 X g por dez
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi submetido a duas centrifugacdes a
7500 X g por cinco minutos a 4°C na presenca de alcool 75%. O sobrenadante resultante foi
entdo descartado e o pellet de RNA foi submetido a secagem a T. A., por dez minutos. Apos
esta etapa, foram adicionados aos microtubos 30ul de agua livre de RNAse e colocado no
termobloco por 5 min. Apo6s a extracdo, o RNA obtido foi quantificado utilizando o
espectofotdometro NanoDrop™ (ThermoScientific, Waltham, Massachusetts) no comprimento
de onda (1) de 260nm e 280nm. O grau de pureza da amostra foi verificado através da relagdo

260/280nm, sendo consideradas as relagdes que apresentaram valores de razdo entre 1,6-1,9.
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Apos esse processo, a partir das concentragdes obtidas, todas as amostras foram normalizadas
para uma Unica concentracdo. Em seguida as amostras foram estocadas a —80°C até o

momento da utilizacdo em ensaios de transcri¢éo reversa.

4.9. Ensaio de transcrigcdo reversa

Para a transcricdo reversa foi utilizado o kit “TagMan® Reverse Transcription
Reagents” (Applied Biosystems), segundo protocolo do fabricante. O RNA obtido a partir de
PBMC pelo método do TRIzol foi submetido a conversdo em cDNA em um termociclador
(Eppendorf master cycler gradient).

A RT-PCR foi realizada em volume final de 50pul, contendo TagMan RT Buffer 1x,
MgCl, 5,5mM, Mix de dNTPs 500uM, Hexameros randémicos 2,5uM, inibidor de RNAse
0,4 U/uL, a enzima multiscribe reverse transcriptase 3,125 U/pL e 12,375uL de amostra. A
reacdo consistiu de um ciclo, sendo este dividido em dez minutos a 25°C, trinta minutos a
48°C e cinco minutos a 95°C. Apos esta etapa, as amostras foram armazenadas a -20°C até a

utilizacdo nos ensaios de PCR quantitativa em tempo real.

4.10. Avaliacdo da expressdo génica para citocinas

Para realizacdo da quantificacdo da expressdo dos genes IFN-y, TNF- a, TGF-B, IL-
10, IL-4, e INOS foi realizada a técnica de PCR quantitativa em tempo real (QPCR). As
reacOes foram realizadas no equipamento ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems), instalado
no nucleo de plataformas tecnologicas (NPT) no Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes/FIOCRUZ. A reacdo foi confeccionada em volume final de 20uL, contendo
TagMan Universal PCR Master Mix (2x), TagMan Gene Expression Assay para IFN-y (Assay
ID: Hs99999041 m1l), IL-10 (Assay ID: Hs 00174086_ml), TNF-a (Assay ID: Hs
00174128 _m1), IL-4 (Assay ID: Hs 99999030_m1), TGF-B ( Assay ID: 99999918 ml) e
INOS (Assay ID: H s00167257_m1) constituido de primers e sonda especificos do tipo MGB
marcadas com corante fluorescente FAM ™ na extremidade 5° ¢ o NFQ na extremidade 3,
agua livre de RNAse e 1L de amostra.

Em paralelo, como controle enddgeno (gene de referéncia) da reacdo foi utilizado

RNA ribossomal 18S, cuja reacdo foi preparada com TagMan Universal PCR Master Mix,
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primers forward e reverse para RNA ribossomal 18S, sonda para RNA ribossomal 18S
marcadas com o fluor6foro VIC na extremidade 5°, 4gua livre de RNAse e 1uL de amostra. A
fluorescéncia passiva da reacdo foi medida através da utilizacdo do fluor6foro ROX. As
reacOes foram realizadas em triplicatas para a quantificacdo de cada gene em relacdo a cada
estimulo em cada amostra em conjunto com dois controles negativos da reacdo (NTC). Foram
realizadas reac@es distintas para cada gene assim como para o controle endégeno (18S). Por
isso, em cada placa (96 pogos) realizada, as amostras tinham o gene do 18S quantificado e os
genes especificos em pocos separados. Foram realizados 40 ciclos com as seguintes condicdes
de amplificagdo: 10 minutos a 95°C, 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C.

A expressdo de mRNA para IFN-y, TNF-a, IL-10, TGF-B, IL-4 e iNOS para cada
estimulo foi calculada pelo método do Ct comparativo, sendo os valores obtidos normalizados
com o gene de referéncia (ACt). Este calculo foi feito da seguinte maneira: ACt = Ct (Alvo) —
Ct (RNA 18S), onde Ct corresponde ao ponto no grafico onde a amplificacdo torna-se
exponencial. Apds a normalizag@o dos valores do gene alvo, o ACt deste foi subtraido do ACt
de um elemento calibrador (AACt). Este foi escolhido de acordo com a situa¢do a ser
analisada, seja em comparacdo ao grupo controle ou entre os grupos de pacientes. Foi
utilizada a formula AACt = ACt (amostra) — ACt (calibrador), onde ACt (amostra)
corresponde a um parametro de interesse a ser relativizado. Obtido o AACt, este ¢ aplicado na
formula RQ = 224, obtendo-se assim a quantidade relativa de mRNA para as citocinas IFN-
v, TNF-a, IL-10, IL-4 e para a enzima iNOS expressa em determinada amostra (LIVAK;
SCHMITTEN,2001). A Tabela 1 resume os ensaios realizados nesse trabalho e relaciona

quais pacientes foram analisados para cada alvo especifico.

4.11. Correlacdo entre a expressdo das citocinas e os dados clinicos dos pacientes

O tempo, tamanho e nimero de lesdes das lesbes clinicas apresentados no momento da
coleta do material para analise foram correlacionados com a resposta a IDRM, bem como,
com a expressdo génica para os mediadores imunolédgicos acima citados. Esses dados foram
analisados utilizando o teste de Spearman. Todas as conclusées foram tomadas ao nivel de
significancia de 5% (p<0,05= estatisticamente significativos). Os softwares utilizados foram o
Excel 2007 e o GraphpadPrism 5.0.
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4.12. Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o suporte técnico do Laboratério de Métodos
Quantitativos do Nucleo de Salde Coletiva do CPgAM, empregando-se testes nao
paramétricos. A analise para medir a variabilidade intra-grupo foi realizada pelo teste dos
postos sinalizados de Wilcoxon. Ja entre os grupos o teste U de Mann-Whitney foi utilizado.
Todas as conclusbes foram tomadas ao nivel de significancia de 5% (p<0,05 =
estatisticamente significativos). Os softwares utilizados foram o Excel 2007 e o

GraphpadPrism 5.0.

Tabela 1 - Ensaios experimentais realizados nesta pesquisa.

Condicdes
experimentais
Quantidade
inicial de n e pacientes Tempo de Estimulos
pacientes Alvos Ensaio realizados cultivo utilizados

Extracdo de RNA, 21 PHA,

TNF-o Transcricdo  Reversa, (1-21) AgSol,

e 18S Cultura celular e g°PCR 24h Aglns

Extracio de RNA, PHA,

IFN-y Transcricdo  Reversa, 27 AgSol,

e 18S Cultura celular, e g°PCR 24h Aglns

Extracio de RNA, PHA,

27 iNOS Transcricao Reversa, 27 AgSol,

e 18S Cultura celular, e g°PCR 24h Aglns

Extracio de RNA, PHA,

IL-10 Transcricdo Reversa, 27 AgSol,

e 18S Cultura celular e gPCR 24h Aglns

IL-4e Extra(;ép ) de RNA, 18 PHA,

185 Transcri¢éo Reversa, (11-21; 04, 06, 08, 24h AgSol,

Cultura celular e PCR 10, 22, 23, 25) Aglns

TGF-p Extra(;ép de RNA, 17 PHA,
0185 Transcri¢éo Reversa, (01-04; 06-15;16- 24h AgSol,

Cultura celular e PCR 18) Aglns

Nota: As células foram estimuladas com Fitohemaglutinina (PHA, 5,0pug/ml) e com antigenos
solavel (AgSol, 1,25ug/ml) e insolavel (Aglns, 2,5ug/ml) de Leishmania (V.) braziliensis por 24h;
n=ndmero de pacientes realizados; gPCR=PCR quantitativa em tempo real. Os nlmeros entre
parénteses representam a identificagdo dos pacientes que foram utilizados para cada alvo cujos dados
constam na tabela 2.
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5. RESULTADOS

5.1. Dados da populacéo de estudo

Foram selecionados vinte e sete pacientes com leséo ativa (AT), obedecendo-se 0s
critérios de inclusdo e exclusdo. Embora ndo tenha se realizado em paralelo um estudo
epidemioldgico, foram observadas algumas caracteristicas na populacdo de estudo: como
idade, sexo e localidade de origem, forma clinica, nimero de lesGes, localizacdo das lesGes e
tempo de evolucgdo da doenca. A Tabela 2 descreve os dados dos pacientes de acordo com 0s
critérios acima citados.

Em relacdo ao sexo, foi observado o acometimento de 16 mulheres e 11 homens,
sendo 25 adultos com média de idade de 31,18+13,68 anos e 2 criancas (12 e 13 anos). Dos
27 pacientes, 11 eram trabalhadores da zona rural.

O tempo de evolucdo da doenga, contado desde o surgimento da leséo até a procura do
paciente pelo nacleo de vigilancia em satude dos municipios apresentou uma média de 7,37+
4,10 semanas, variando de 10 dias a 4 meses (Tabela 2).

O grupo controle (CT) foi representado por 6 individuos saudaveis de area nao
endémica, sem histdrico da doenca e com idade entre 20 e 51 anos. A média de idade dos
controles foi de 36,5+12,08 anos.

Os pacientes foram provenientes dos municipios de Cha de Alegria (n = 1), Aragoiaba
(n=1), Moreno (n = 21), Jaboatdo dos Guararapes (n=1), Recife (n=2), Olinda (n=1) (Tabela
2). Cha da Alegria, Aracoiaba e Moreno sdo localizados a 52 km, 49 km e 28 km da cidade
do Recife respectivamente, sendo Cha da Alegria considerada Regido de Mata Pernambucana,
enquanto que Aracoiaba e Moreno fazem parte da Regido Metropolitana do Recife. Ja
Jaboatdo dos Guararapes e Olinda, sdo localizados a 14 Km e 7 Km, respectivamente e

também sdo considerados regido metropolitana do Recife (IBGE, 2008).

Os pacientes apresentaram de 1 a 4 lesdes cuténeas ulceradas com bordas elevadas e
fundo granulomatoso com area total aproximada variavel entre 1,5 e 60 cm? (média de 14,18
cm® + 13,68). Trés pacientes apresentaram lesdo do tipo eritematosa, placa crostosa e tlcera
papulosa, respectivamente. A maior parte das lesdes estava distribuida por areas descobertas
do corpo. Em relacdo ao numero de lesbes, 18 pacientes apresentaram 1 lesdo (66,66%), 7
pacientes apresentaram 2 lesbes (25,92%), 1 paciente apresentou 3 lesdes (3,7%) e 1

paciente apresentou 4 lesdes (3,7%) (Tabela 2).



50

Tabela 2 - Dados de pacientes com LTA ativa atendidos no Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhdes- CPqAM- FIOCRUZ, no periodo de 2008-2010 quanto a idade, sexo, localidade
de origem, nimero de lesdes, forma clinica, local da lesdo, tempo de evolugdo e tamanho das

lesOes.
Tempo Tamanho da
Pacientes (I:r?c?sg Sexo Procedéncia Il?e (;ggs EI?;?;Z Local da lesdo dep~ Iesézo
evolucéo (cm?)
01 42 M Moreno 2 LC Joelho E/ 1més 18/4
Brago D.
02 28 F Moreno 1 LC TornozeloD. 1més 15
03 32 F Moreno 1 LC Perna D. 2 meses 60
04 12 M Moreno 3 LC Cotovelo 10d 10,5/48/10,5
D./Perna e
Pé.E.
05 43 M Moreno 1 LC Perna D. 2 meses 4
06 57 F Moreno 1 LC Perna D. 1més 15
07 19 F Moreno 1 Placa Supra Orbital ~ 4meses 6
crostosa  D.
08 24 F Moreno 2 LC Perna E. 1més 10/15
09 16 M Moreno 2 LC Face/BracoE. 3 meses 4/NI
10 20 M Moreno 2 LC Coxa D. 1més e 5/4
15d
11 43 F Recife 1 LC TornozeloE. 2 meses 12
12 26 F Moreno 1 LC Perna E. 2meses 12
13 13 F Moreno 1 LC Joelho E. 3meses 15
14 32 M Olinda 1 LC AntebracoE.  3meses 15
15 21 F Moreno 1 LC Coxa E. 1més e 25
15d
16 22 F Moreno 1 Eritrematos: Antebraco 2meses 12
17 15 F Moreno 4 Ulcera BragoD/ 1més 6,25/8/
Papulosa  PernaE. NI/NI
18 43 F Jaboatdo 2 LC Punho 15d 4,5/2,25
E/BracoE.
19 23 M Recife 1 LC Perna D. 4meses 18
20 45 F Moreno 1 LC Perna E. 1més 1,6
21 44 M Moreno 1 LC NI 1més e 4,2
10d
22 58 M Moreno 1 LC Perna D. 1més 18
23 20 F Cha da 2 LC Coxa D. 2meses 8/7,5
Alegria
24 56 M Aracoiaba 1 LC Perna D. 3meses 39
25 28 F Moreno 2 LC Pe E. 15d 27
26 26 F Moreno 1 LC Perna D. 2meses 36
27 34 M Moreno 1 LC Perna E. 3meses 6

Legenda: M = masculino, F = feminino, LC = leishmaniose cutdnea, d =dias; E=Esquerdo; D=Direito;

NI=Nao informado. Nota: Os pacientes com LTA foram captados no periodo de 2008-2010.
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De acordo com os parametros clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais, todos 0s pacientes
participantes deste estudo foram diagnosticados como portadores da LTA em colaboragdo com
pesquisadores pertencentes ao Servico de Referéncia em Leishmaniose do CPgAM/Fiocruz-PE
(Tabela 3). Os exames laboratoriais realizados por esse servigo incluiram IDRM, IFI, PCR
convencional e Pesquisa direta, tendo os pacientes apresentado resultados positivos em pelo menos
dois dos exames, confirmando o diagndstico da LTA.

A IDRM foi realizada em 25 dos 27 pacientes desse estudo, que apresentaram enduragdes iguais
ou maiores que 5mm apds 48 horas, resultado considerado positivo em 25 dos 25 pacientes testados
(100% de positividade). Ja a IFI foi realizada em 21 dos 27 pacientes do estudo, sendo positiva em
61,90% dos casos (13 dos 21 pacientes testados). A pesquisa direta, realizada em 25 dos 27 pacientes
desse estudo, 14 dos 25 pacientes analisados apresentaram resultados positivos, apresentando 56% de
positividade. Por fim, a PCR convencional foi realizada em amostras de 22 dos 27 pacientes do estudo,
17 dos 22 pacientes apresentam resultados positivos, apresentando 77,27% de resultados positivos
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Resultado dos testes laboratorias realizados em pacientes com Leishmaniose
tegumentar ativa em colaboragdo com o Servico de Referéncia em Leishmanioses atendidos
no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes- CPgAM- FIOCRUZ, no periodo de 2008-2010.

Pacientes IDRM!  Pesquisa IFI? PCR®
direta
01 6mm + NR +
02 8mm + - +
03 10mm + - +
04 8mm NR NR NR
05 9mm + + +
06 7mm + + +
07 12mm NR NR NR
08 8mm + NR +
09 10mm + NR -
10 10mm + NR -
11 NR - + +
12 10mm + +
13 10mm - + +
14 11.5mm - + NR
15 14mm - + +
16 10mm - - NR
17 12mm - + +
18 16mm - - +
19 14mm + - +
20 9mm + - +
21 14mm + + +
22 8mm + + -
23 NR - + +
24 9mm - + +
25 5mm + - -
26 10mm + - NR
27 10mm - + -

YIDRM:  Teste de intradermorreacdo de Montenegro; 2IF1: Imunofluorescéncia Indireta;*PCR:
Reacdo em cadeia da polimerase; +: Positivo; -: Negativo; NR: N&o realizado.
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5.2. Expressdo génica para os mediadores imunolégicos Thl, Th2 e a citocina TGF-p em
pacientes com LTA ativa

A Figura 7 mostra a expressdao de mRNA para as citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10, IL-4,
TGF-p por PBMC dos pacientes com LTA ativa (AT) e do grupo controle (CT) cultivadas
em presenca de PHA, antigeno solivel e antigeno insoltvel de L.(V).braziliensis por 24h ap6s
normaliza¢do com o gene de referéncia (ACT).

Sob estimulo de PHA, observou-se expressao de mRNA para todas as citocinas
avaliadas em ambos os grupos, apresentando diferenca significativa na expressao génica de
IFN-y em pacientes comparados ao grupo controle. Os pacientes de LTA ativa (ACT=11,10+
4,58) apresentaram uma expressdo de mRNA para IFN-y 11,78 vezes maior frente ao
mitdgeno em relagdo ao grupo controle (ACT=14,66+0,96) (p=0,016) (Tabela 4).

O antigeno soltvel estimulou PBMC a expressar mRNA para todas as citocinas em
ambos 0s grupos, apresentando diferenca significativa na expressdo de TNF-a e IFN-y em
pacientes em relacdo ao grupo controle. Considerando a citocina TNF-a, os pacientes com
LTA ativa (ACT=12,96+3,70) apresentaram um expressao génica 6,89 vezes maior quando
comparados ao grupo controle (ACT=15,75+1,38) (p=0,024). Ao observar a citocina IFN-vy, a
expressdo génica em pacientes com LTA ativa (ACT=14,33+3,74) foi 3,92 vezes maior em
relacdo ao grupo controle (ACT=16,30+8,11) (p=0,025) (Tabela 4).

Em relacdo ao antigeno insollvel, observou-se expressaio de mRNA para todas as
citocinas em ambos 0s grupos, apresentando diferenca significativa na expressao de TNF-a,
IFN-y e IL-4 em pacientes comparados ao grupo controle. Em relacdo a TNF-a, observou-se
que os pacientes com LTA ativa (ACT=11,85+2,12) apresentaram uma expressdo de mRNA
8,58 vezes maior quando comparados ao grupo controle (ACT= 14,95+0,50) (P=0,002).
Considerando a citocina IFN-y, os pacientes com LTA ativa (ACT=11,9+4,41) apresentaram
uma expressdo de mMRNA para essa citocina citocina 160,35 vezes maior em relacdo ao grupo
controle (ACT= 19,23+1,584) (p=0,0004). Ao verificar a citocina IL-4, os pacientes com LTA
ativa (ACT=9,21£9,02) apresentaram uma expressdo de mRNA para IL-4 609,17 vezes maior
em comparagdo com o grupo controle (ACT=18,47+1,57) (p=0,0451) (Tabela 4).

Considerando a citocina IL-10 e TGF-, embora tenha sido verificada expressao dessa
citocina frente a todos os estimulos utilizados, ndo se observou diferenca significativa
(p>0,05) (Tabela 4).. Ao observar a expressdao de INOS, ndo houve expressao dessa enzima

entre e intra-grupos frente aos estimulos utilizados
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Figura 7 - Expresséo génica para IFN-y, TNF-a, TGF-f, IL-10, IL-4 por PBMC de pacientes
com LTA ativa em comparagdo com o grupo controle frente aos antigenos soltvel e insoldvel
de L(V.)braziliensis.
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Nota: As celulas foram estimuladas com Fitohemaglutinina (PHA, 5,0png/ml) e com antigenos soluvel
(AgSol, 1,25ug/ml) e insolavel (Aglns, 2,5ug/ml) de Leishmania (V.) braziliensis por 24h. A letra
grega o (6mega) representa as comparagfes com diferenga estatisticasignificativa entre pacientes
(barra vertical preta) e controle (barra vertical cinza). As barras verticais representam o desvio padrao

5.3. Comparacdo da expressdo génica para os mediadores imunoldgicos do perfil Thl, Th2 e
para a citocina TGF-B em pacientes com LTA ativa

A Figura 8 mostra a comparacdo da expressao de mRNA para as citocinas TNF-a,
IFN-y, IL-10, IL-4 por PBMC dos pacientes com LTA ativa (AT) frente as fragdes
antigénicas solivel e insoltvel de L.(V).braziliensis por 24h apds normalizacdo com o gene de
referéncia (ACT) (Tabela 4).
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Ao comparar a expressdo de mRNA para TNF-a em pacientes com LTA ativa sob

estimulo de ambas fragcdes antigénicas de Leishmania (V.) braziliensis, o antigeno insolivel

(ACT=11,85+2,123) promoveu expressdo 0,46 vezes maior de TNF-a em relagdo ao antigeno
soluvel (ACT=12,96+3,707) (P = 0,005). Considerando a citocina IFN-y, o antigeno insoluvel

(ACT=11,9+4,41) resultou em uma expressao 0,19 vezes maior dessa citocina em pacientes

com LTA ativa em relag@o ao antigeno solivel (ACT=14,33+3,74) (p = 0,0004) (Tabela 4).

Ao observar a expressao das citocinas I1L-10, TGF-p e IL-4 em pacientes com LTA

ativa frente sob estimulo de ambas fracfes antigénicas, ndo houve diferenca significativa entre

os eles (p>0,05 (Tabela 4).

Figura 8 - Comparacdo da expressdao génica para IFN-y, TNF-a, TGF-B, IL-10, IL-4 em
PBMC de pacientes com LTA ativa frente aos antigenos solivel e insoluvel de

L(V.).braziliensis
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Nota: As células foram estimuladas com os antigenos soltivel (AgSol, 1,25ug/ml) e insoluvel (Aglns,

2,5ug/ml) de Leishmania (V.) braziliensis

por 24h. A letra grega o (6mega) representa as

comparagdes com diferenca estatistica significativa entre os pacientes frente a estimulo com o
antigeno sollvel (barra vertical preta) e pacientes frente a estimulo com antigeno insollvel (barra
vertical cinza). As barras verticais representam o desvio padrao.
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Tabela 4 - Valores de expresséo referente a0 mRNA de citocinas TNF-a, IFN-y, IL-10, TGF-
B e IL-4 de pacientes com LTA ativa comparados ao grupo controle (RQ1) e comparacdo da
expressao das citocinas citadas no grupo de pacientes frente aos antigenos soltvel e insoluvel
de L(V.)braziliensis

Citocinas PHA AgSol Aglns
TNF-o.  ACT AACT RQ1 | ACT AACT RQl | ACT AACT RQ1 RQ2
AT 12,07 -1,26 24 (129 -2,78 6,89 |11,85 -3,1 8,58 0,46
CT 13,34 - - 1575 - - |1495  -- --
IFN-y
AT 11,10 -3,56 11,78|14,33 -1,97 3,92 |1190 -7,33 160,35 0,19
CT 14,66 - - 116,30 - - 19,23 - --
IL-10
AT 10,55 -2,76 6,78 |[10,58 -2,83 7,09 |10,17 -3,15 891 0,75
CT 13,31 - - 13,40 -- - 1333 - --
IL-4
AT 12,74 -555 46,82|11,20 -1,92 3,79 | 9,22 -9,25 609,17 0,25
CT 18,29  -- - 1312 - - 1847  -- -- --
TGF-B
AT 961 295 7,7 |11,16 -2,02 4,06 (11,53 -1,19 2,29 1,29
CT 12,39 12,93 12,66

Nota: RQ = Quantidade Relativa; AT = pacientes com lesdo ativa; CT = grupo controle; PHA =
fitohemaglutinina; AgSol = antigeno solavel; Aglns = antigeno insolivel; RQ1 = Controle como
grupo calibrador; RQ2 = Aglns AT como grupo calibrador (*comparacgéo entre antigenos). Os valores
hachurados em cinza sdo estatisticamente significativos em relacdo ao grupo calibrador.

5.4. Correlagdo entre a expressdo génica das citocinas o perfil Thl, Th2 e para a citocina
TGF-p em pacientes com LTA ativa frente aos antigenos soluvel e insoldvel de
L(V.)braziliensis

Para verificar a possivel existéncia de associa¢fes entre os perfis Thl, Th2 e Th3, foi
observada as correlacdes da expressdo génica das citocinas, sendo consideradas as definidoras
de cada perfil. Foram avaliadas as comninacdes: IFN-y x IL-10, TNF-a x IL-10, IFN-y x IL-4
e TNF-a x IL-4, TGF-B x IFN-y e TGF-p x TNF-a. Foram avaliados também as correlagdo
entre citocinas do mesmo perfil: TNF-o x IFN-y e IL-10 x IL-4.

Ao avaliar a expressdo das citocinas TNF-o ¢ IL-10 foi observada correlacdo
significativa e positiva em relacdo ao antigeno soluvel de L.(V.)braziliensis (P=0.0007; r=
0.502). Considerando as citocinas TNF-a e IL-4 foi observado correlagdo positiva com
diferenca significativa em relacdo ao antigeno soltvel L.(V.)braziliensis (P=0.0090; r=0.668)
(Figura 9). Considerando a expressdo das citocinas TGF-p e IFN-y foi observado correlagdo

positiva e significativa entre essas citocinas em relacdo ao antigeno insoltvel (P=0.0238; r=
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0.544) do parasita. Em relagéo a expressdo de TGF-f3 e TNF-a (P=0.012;r= 0.400) verificou-
se correlacdo positiva e significativa em relacdo ao antigeno soltvel de L(V.)braziliensis.

Em relagdo a expressdo das citocinas IL-10 e IL-4 foi verificada correlacdo positiva
com diferenca significativa em relacdo ao antigeno insolivel L.(V.)braziliensis (P<0.0001;
r=0.883)(Tabela 5).

Figura 9 - Correlacéo entre a expressdo génica de citocinas do perfil Thl e Th2 em pacientes
com LTA ativa: A (TNF-a x IL-10); B (TNF-o x IL-4), D (IL-10 x IL-4), E (TGF-B x IFN-y)
e F (TGF-B x TNF-a) frente aos antigenos soltvel e insolavel de L(V.)braziliensis

A) AgSol B)
o5 25 AgSol P=0.009
p= 8.2827 - PC - PC
r=0.
20 20
i 5
15 L
z 15
o £
Q 10 b 10
< 3
5 5
[oF T 1 [oF
0 10 15 20 25
ACT-IL-10
D)
25 Aglns P<0.0001
r=0.8837 -e- PC
20
< °
:I' 15 ° o°
5 10
<
5
0' T T T T 1
0 10 15 20 25
ACT-IL-10
F) AgSol
E) Aglns
207 P=0.023 -e PC P=0.012 - PC
r=0544 r=0.400
m 154 oM
L i
'9 10 E’
= 104 b
2 2
5A
I oe T T T T 1
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
ACT-IFN-y ACT-TNF-a

Nota: As células foram estimuladas com antigenos soluvel (AgSol, 1,25ug/ml) e insolavel (Aglns,
2,5ug/ml) de Leishmania (V.) braziliensis por 24h. Diferengas entre os grupos foram consideradas
significativas quanto os valores de P foram menores que 0,05
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Tabela 5 - Correlacdo entre a expresséo génica de citocinas do perfil Thl e Th2 (IFN-g x IL-
10, TNF-a x IL-10, IFN- y x IL-4, TNF-a x IL-4, TNF-a x IFN-y, IL-10 x IL-4 de pacientes
com LTA ativa frente aos antigenos soluvel e insoltvel de L(V.)braziliensis

Pacientes com LTA ativa AgSol Aglns

Correlagéo P r P r
IFN-y x IL-10 0.670 -0.085 0.544 -0.121
TNF-o x IL-10 0.0007 0.502 0.238 0.268
IFN-y x IL-4 0.647 -0.115 0.691 0.100
TNF-o x IL-4 0.009 0.668 0.239 0.323
TNF-o x IFN-y 0.092 0.376 0.114 0.354
TGF-B x IFN-y 0.105 0.406 0.0238 0.544
TGF-B x TNF-a 0.012 0.400 0.249 0.295
IL-10 x IL-4 0.243 0.333 <0.001 0.8837

Nota: As células foram estimuladas com antigenos soluvel (AgSol, 1,25nug/ml) e insolivel (Aglns,
2,5ug/ml) de Leishmania (V.) braziliensis por 24h. Diferengas entre os grupos foram consideradas
significativas quanto os valores de P foram menores que 0,05.0s valores hachurados em cinza séo
estatisticamente significativos; r=coeficiente de correlacdo de Spearman

5.5. Correlacéo entre os dados clinicos dos pacientes e a expressdo de citocinas do perfil Thl
e Th2

A expressdo das citocinas do perfil Thl e Th2 também foi correlacionada
considerando os dados clinicos de cada paciente. Dentre os dados clinicos, o tempo de
desenvolvimento da lesdo, tamanho e namero de lesdes bem como a resposta a
Intradermorreacdo de Montenegro foram avaliados.

Ao analisar a IDRM em relacdo ao tempo de lesdo foi observada correlagdo positiva
com diferenca significativa (P=0.026; r=0.453) (Tabela 6). Ao verificar a IDRM em relacédo a
expressdo de IFN-y foi observado correlacdo negativa com diferenca significativa em relacéo
ao antigeno insoluvel de L.(V).braziliensis (P=0,042, r=0,-418) (Tabela 6). Ao verificar a
correlacdo das citocinas em relacdo ao tamanho e ao tempo de leséo foi verificada apenas
correlacdo negativa com diferenca significativa ao comparar a expressao de IL-4 com o tempo
de lesdo em relacdo ao antigeno soltvel (P=0.012 e r= -0.574) e insoluvel (P= 0.0209 e r=-
0.539) de L.(V).braziliensis (Tabela 7).
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Tabela 6: Correlacdo entre os dados clinicos dos pacientes com LTA ativa e entre os dados
clinicos e a expressdo génica de citocinas do perfil Thl (TNF-a e IFN-y): IDRM x tempo de
lesdo; IDRM x tamanho de lesdo; IDRM x numero de lesdes; IDRM x IFN- y e IDRM x TNF-
a. frente aos antigenos soltvel e insoltvel de L(V.)braziliensis
Pacientes com LTA ativa AgSol Aglns
Correlagéo P r Correlagao P r P r

IDRM x Tempo de leséo  0.026  0.453 IDRM x IFN-y ~ 0.111 -0.333 | 0.042 -0.418

IDRM x Tamanho de lesdo 0.491 -0.147 IDRM xTNF- 0.800 -0.06 | 0.539 -0.150

IDRM x Numero de lesbes 0.241  0.248
Nota: As células foram estimuladas com antigenos solavel (AgSol, 1,25nug/ml) e insolivel (Aglns,
2,5ug/ml) de Leishmania (V.) braziliensis por 24h. As diferengas entre os grupos foram consideradas
significativas quanto os valores de P foram menores que 0,05. Os valores hachurados em cinza séo
estatisticamente significativos; r=coeficiente de correlacio de Spearman

Tabela 7 - Correlacdo entre a expressdo génica das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-4 e dos
dados clinicos dos pacientes com LTA: tempo e tamanho de lesGes frente aos antigenos
soluvel e insolavel de L(V.)braziliensis.

Pacientes com LTA ativa AgSol Aglns
Correlagéo P r P r

IFN-y x Tamanho de lesdo 0.615 0.108 0.632 0.105
TNF-0 x Tamanho de lesdo 0.790 0.067 0.890 -0.033
IL10 x Tamanho de leséo 0.285 -0.227 0.711 -0.079
IL-4 x Tamanho de leséo 0.233 0.296 0.093 0.407
IFN-y x Tempo de lesdao 0.758 -0.062 0.884 0.029
TNF-a x Tempo de lesdao 0.737 -0.077 0.986 -0.003
IL10 x Tempo de lesdo 0.292 -0.210 0.270 -0.219
IL-4 x Tempo de lesdo 0.012 -0.574 0.0209 -0.539

Nota: As células foram estimuladas com antigenos solavel (AgSol, 1,25ug/ml) e insolivel (Aglns,
2,5ug/ml) de Leishmania (V.) braziliensis por 24h. As diferencas entre os grupos foram consideradas
significativas quanto os valores de P foram menores que 0,05. Os valores hachurados em cinza sdo
estatisticamente significativos; r=coeficiente de correlacdo de Spearman
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Figura 10 - Correlagdo entre os dados clinicos de pacientes e a expressdo de citocinas do

perfil Thl : A (IDRM x Tempo de lesdo em meses), B (IDRM x IFN-y) e C (IL-4 x tempo
de lesdo) de pacientes com LTA ativa

B
A ) Aglns
25- 257
P=0.026 -e- PC P=0.042 -e PC
20- r =0.453 20- r=-0418
Q
18 [ ]
3 15- ° o = 154 e o6
3 ) a * 9§
8 104 109 ®
g oo * %’
© 5] * $ 5 LI
[ X N N J [ J
° ° .
0 T T T 1 O T T T T 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25
IDRM ACT-IFN-y
C
) AgSol D)
25 25
P=0.012 -e- PC
3 20 r=-0574 20
xg l%
< 215
= 8
8 Q
o
qE, glo
|_
o
0 T T T T T 1 O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
ACT-IL-4 ACT-IL-4

Nota: As células foram estimuladas com antigenos solavel (AgSol, 1,25ug/ml) e insolivel (Aglns,

2,5ug/ml) de Leishmania (V.) braziliensis por 24h. As diferencas entre os grupos foram consideradas
significativas quanto os valores de P foram menores que 0,05.
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6. DISCUSSAO

A LTA é uma doenga que apresenta um amplo espectro de manifestac@es clinicas. Em
humanos, a infeccdo pode ser subclinica ou pode variar desde lesGes localizadas,
disseminadas, difusas até as agressivas e multilantes lesdes mucocutaneas (CARVALHO et
al., 2012; SOUZA et al., 2012). Sabe-se, no entanto, que essas manifestaces clinicas séo
influenciadas por vérios fatores que incluem a espécie do parasita e do vetor, a quantidade de
parasita inoculado, o sitio de inoculacdo, a constituicdo genética e resposta imune do
hospedeiro (BRELAZ et al., 2012; CASTELLANO et al., 2009; CHOI; KROPT, 2009;REIS
et al., 2009).

Estudos foram desenvolvidos utilizando modelos animais e humanos na busca de
compreender 0s mecanismos imunoldgicos responsaveis pelo desenvolvimento da LTA
(PISCOPO; MALLIA, 2006; REIS et al., 2006; ROBERTS, 2006). No entanto, ainda néo
existe uma relacdo bem estabelecida desses mecanismos. Sendo assim, a investigacdo da
resposta imune em humanos e a associacdo dos perfis imunolégicos encontrados aos dados
clinicos dos pacientes sdo essenciais na busca de novas estratégias para intervencoes
imunologicas e vacinas.

Observando a populacdo do presente estudo, verificou-se que 21 pacientes foram
provenientes de area endémica da Zona da mata de PE. Foi observado que a doenca atingiu 25
pacientes adultos, com media de idade de aproximadamente 31 anos e 2 pacientes sao
criancas. A LTA, nesse estudo, afetou 16 mulheres e 11 homens, sendo 11 pacientes
trabalhadores da zona rural. Em geral, essa doenca esta associada a areas rurais, sobretudo nas
atividades de exploracdo e desmatamentos em florestas e em atividades agricolas
(RODRIGUES et al., 2006).

Ao observar as formas clinicas dos pacientes desse estudo, 24 pacientes apresentaram
a forma cuténea localizada com lesdes ulceradas em area descobertas do corpo. A existéncia
das lesdes nas areas descobertas do corpo, normalmente membros superiores e inferiores,
pode ser explicada pelas atividades ocupacionais em areas rurais. Estudos anteriores reportam
a grande ocorréncia da forma cutanea localizada em Pernambuco, bem como em outros
Estados (ANDRADE et al., 2005; BRANDAO-FILHO et al., 1999; RODRIGUES et al.,
2006). Além disso, autores afirmam que a leishmaniose cutanea localizada é a manifestacédo
clinica prevalente no Brasil e ocorre principalmente em infec¢des por L.(V.) braziliensis
(GOLLOB et al., 2008; NOGUEIRA,2008).
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O tempo de evolugdo da doenca, contado desde o surgimento da lesdo até a procura do
paciente pelo nucleo de vigilancia em salde dos municipios variou de 10 dias a 4 meses
apresentando uma média de 7,37 + 4,10 semanas. Em 48,15% (13, dos 27 pacientes)
apresentaram tempo de lesdo inferior a 60 dias. Esses dados foram similares a dados
encontrados em estudos anteriores, o que reflete 0 aumento do conhecimento dos pacientes
sobre a existéncia da doenga nos ultimos anos (ANTONELLI et al.,2005; BASANO;
CAMARGO, 2004; DA CRUZ et al., 2002; RODRIGUES et al, 2002)

Estudos mostram que devido ao amplo espectro de manifestacBes clinicas, espécies
envolvidas e similaridade com outras enfermidades, o diagnostico preciso é fundamental
(GONTIJO; CARVALHO, 2003; REINTHINGER et al.,2007; POURMOHAMMADI et al,
2010). Como ndo ha um teste laboratorial considerado padrdo-ouro, o diagnéstico da doenca é
baseado em padrbes clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais (ANDRADE et al.,2009;
GONTIJO; CARVALHO, 2003; REIS et al., 2006). Os pacientes desse estudo tiveram seu
diagnostico confirmado por critérios clinicos, epidemiologicos e por exames laboratoriais
positivos. Os exames laboratoriais foram realizados em colaboragdo com pesquisadores
pertencentes ao Servico de Referéncia em Leishmaniose do CPqAM/Fiocruz-PE e incluiram:
IDRM, Pesquisa Direta, IFI e PCR convencional. Por motivos operacionais, alguns dos
pacientes ndo puderam ser diagnosticados por todos os métodos citados.

A IDRM apresentou 100% de positividade nos pacientes do estudo (25, dos 25
pacientes avaliados). Esses dados estdo de acordo com dados obtidos por outros autores que
reportaram uma positividade em cerca de 90% dos casos (BRASIL, 2007; REIS et al., 2008;
NOGUEIRA, 2008; VEGA-LOPEZ, 2003). Uma reacdo positiva deve ser considerada com
cautela como diagndstico principalmente em individuos moradores de area endémica, visto
que pode ser interpretada como leishmaniose anterior, leishmaniose em atividade, aplicacéo
anterior de antigeno de IDRM, exposicdo ao parasito sem doenca (infeccdo),
hipersensibilidade ao diluente do teste ou reacdo cruzada com outras doencas (doenca de
Chagas e Leishmaniose Visceral). Esse é um teste util, no entanto, para estudos
epidemiologicos e para determinar prevaléncia da infeccdo em uma regido (BASANO;
CAMARGO, 2004; BRASIL,2010; GONTIJO; CARVALHO, 2003; GOTO; LINDOSO,
2010; OMS, 2010; REIS et al., 2008).

A IFI apresentou resultado positivo em 61,9% dos pacientes analisados (13 dos 21
pacientes avaliados). Esses dados estdo de acordo com outros estudos em que observaram alta
sensibilidade da técnica em relagdo aos pacientes diagnosticados (REIS et al., 2008). Estudos

mostram que a IFI apresenta sensibilidade de 71% nas formas cutaneas e 100% nas formas
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mucosas. Essa ferramenta nas lesdes ulceradas por L. (V.) braziliensis apresenta uma
sensibilidade em torno de 70% no primeiro ano da doenga e, ap6s o tratamento ou cura, 0S
titulos de anticorpos podem cair ou desaparecer em alguns meses. A positividade desse exame
estd associada ao tempo de evolugdo da doenca, espécie de Leishmania envolvida e
experiéncia do técnico responsavel (BRASIL, 2007; GONTIJO; CARVALHO, 2003). Em
pacientes com lesdes recente (1 a 6 meses de lesdo) é comum a negatividade sorolégica. Nos
casos positivos, os titulos de anticorpos sdo significativamente mais elevados naqueles que
apresentam multiplas lesGes, refletindo a maior antigenicidade induzida pelo maior nimero de
parasitas (GONTIJO; CARVALHO, 2003). Essa técnica, contudo, pode apresentar limitacdes,
pois ndo correlaciona o nivel de anticorpos circulantes com o estagio da doenca. Além disse,
podem ocorrer rea¢des cruzadas com outras espécies da familia Trypanosomatidae (ROCHA
et al., 2002; 2006).

Outra metodologia utilizada para o diagnéstico dos pacientes foi a PCR convencional.
No presente trabalho, observamos 77,27% de resultados positivos (17, dos 22 pacientes
avaliados). Estudos realizados por Bensoussan et al. (2006) demonstraram que ensaios
utilizando PCR convencional se mostraram muito mais sensiveis que métodos parasitologicos
classicos de diagnostico, com positividade variando de 53 a 98,7%. Essa técnica oferece
100% de sensibilidade e acima de 90% especificidade, sendo capaz de detectar baixas
quantidades de parasitos na infeccdo (AMEEN, 2010; POURMOHAMMADI et al, 2010
REIS et al., 2008).

Em relacdo a pesquisa direta, 51,85% pacientes analisados apresentaram resultados
positivos (14, dos 25 pacientes realizados). Esse teste parasitolégico ndo € capaz de
determinar a espécie do parasita, visto que todas as espécies de Leishmania s&o
morfologicamente idénticas (BENSOUSSAN et al., 2006; VEGA-LOPEZ, 2003). FABER et
al. (2003), utilizando esta técnica, alcancaram sensibilidade e especificidade variaveis, o que
pode ser explicado pela escassez parasitaria na lesdo causada por L. (V.) braziliensis, evento
caracteristico de evolucdo da doenca. Vale ressaltar que no referido teste quanto maior o
tempo de duracdo da lesdo, menor a probabilidade de se encontrar parasitas. A positividade
desta técnica estd em torno de 100% nos dois primeiros meses de evolucdo, 75% aos seis
meses e 20% acima dos 12 meses(AMEEN, 2010; ANDRADE et al., 2009).

Por dificuldades operacionais os pacientes 04, 07 e 16 apresentaram apenas 0
resultado da Intradermorreacdo de Montenegro ndo obedecendo aos critérios de inclusdo
iniciais desse estudo. No entanto, foi verificado que esses pacientes responderam ao

tratamento utilizando o antimoniato de N-metilglucamina (Glucantime®), confirmando dessa
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forma a presenca da LTA. De acordo com o Ministério da saude, pacientes que apresentam
apenas Intradermorreacdo de Montenegro positiva podem ser submetidos ao tratamento
especifico para LTA (BRASIL, 2007).

O estudo da resposta imune celular e a determinacdo do perfil de citocinas tanto em
modelos animais como em humanos tem sido determinado através da aplicacdo de varios
métodos quantitativos e semi-quantitativos. Essas metodologias podem variar desde a
quantificacdo da secrecdo de citocinas através da técnica de ELISA em sobrenadante de
cultura celular, detec¢do de multiplas citocinas em uma Unica amostra atraves da Citometria
de fluxo e da quantificacdo da expressdo génica para citocinas em células humanas através da
PCR quantitativa em tempo real (GOLLOB et al., 2008; RADKE et al., 2012).

As citocinas sdo proteinas solUveis reguladoras, incluindo as interleucinas, fatores de
necrose tumoral, quimiocinas e fatores estimuladores de colbnias. Elas sdo secretadas por
leucocitos e outras células e atuam sobre 0 comportamento das células do sistema imune e
modulacdo das reagdes inflamatorias, crescimento celular e na transdugdo de sinal. As
citocinas podem reagir em cascatas com outras citocinas, de maneira sinérgica ou antagonica,
conduzindo a uma maior ou menor producdo ou a secre¢cdo de novas citocinas. A
quantificacdo das citocinas €, portanto, considerada como um importante meio de estudar a
funcéo especifica das células do sistema imunoldgico (HARTEL, 2001; RADKE et al, 2012;.

A PCR quantitativa em tempo real € uma técnica amplamente utilizada para
quantificar as citocinas a partir das células, tecidos e bidpsias. Esse método permite
quantificar raros transcritos e observar pequenas mudancas na expressao génica permitindo a
deteccdo direta de produtos de PCR durante a fase exponencial da reacdo. Dessa forma,
combinando amplificacdo e deteccdo em uma Unica etapa sendo, essa técnica apresenta facil
execucdo além de fornecer resultados rapidos, precisos e confiaveis (PFAFFL,2001). Estudos
tém mostrado a aplicacdo dessa técnica para quantificacdo da expressdo de mRNA de
citocinas como um parametro para observar a ativacdo da resposta imune celular
(HARTER,2001). A PCR quantitativa em tempo real depende da eficiéncia dos ensaios de
transcricdo reversa, de amplificacdo especifica através PCR quantitativa em tempo real para
cada alvo, e a garantia de que os iniciadores e sondas ndo detectaram DNA genbmico
(CACERES-DITTMAR, 1993). As sondas utilizadas no presente estudo foram sondas MGB

® . ~ . .
TagMan que se estendem sobre uma juncdo eéxon-éxon, e dessa forma, caso o DNA
gendbmico seja co-extraido com o RNA ele ndo serd detectado como um template em uma

reacdo de PCR quantitativa em tempo real. No entanto, poucos trabalhos tém analisado a
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expressdo de mRNA para citocinas na leishmaniose humana (CACERES-DITMAR et
al.1993; ETTINGER, 2008).

Os linfocitos atuam produzindo citocinas biologicamente relevantes para a ativacao de
mondcitos e macréfagos. Sabe-se que a resposta imune mediada por células apresenta papel
fundamental na resposta do hospedeiro e que o tratamento de pacientes podem ser
beneficiados pelas intervencfes imunoldgicas caso o papel dos subconjuntos de linfocitos T e
o papel das citocinas produzidas sejam estabelecidos (BRELAZ et al., 2012; BRITO, 2001
COUTINHO,1996; LEOPOLDO et al., 2006; REIS et al., 2009).

A producdo de citocinas, utilizando-se estimulacdo antigeno-especifica, foi avaliada
por diferentes grupos em estudos anteriores através da técnica de ELISA. Castellano et al.
(2009), Leopoldo et al. (2006), Da-Cruz et al. (2002), Coutinho et al. (1996), demonstraram
que antigenos de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis integros ou sonicados eram
capazes de induzir diferentes niveis de resposta imune celular, com a producéo de citocinas
em PBMC de pacientes.

Nesse contexto, embora os perfis Thl e Th2 sejam frequentemente estudados,
existindo uma dicotomia Th1/Th2 como indicador de resisténcia e susceptibilidade, ndo existe
um padrdo claro de resposta imune do perfil Thl e Th2 frente aos antigenos soluvel e
insoluvel de L. (V.) braziliensis. Dessa forma, observar o perfil de expressdo génica de
citocinas de pacientes com LTA frente aos antigenos citados, bem como identificar os
antigenos que induzem a resposta imune celular especifica, € importante ndo s6 para entender
0 papel dos mediadores imunoldgicos no desenvolvimento da doenga, bem como para
identificar candidatos potenciais ao desenvolvimento de vacinas e imunoterapias.

No presente estudo, foi avaliado o perfil de expressdo génica das citocinas IFN-y,
TNF-a, IL-10, IL-4 e da enzima INOS em PBMC de pacientes com LTA ativa frente ao
mitogeno PHA e as fracGes antigénicas sollvel e insolivel de L (V.) brazilensis e a associacao
desse perfil a dados clinicos dos pacientes como tamanho, tempo de desenvolvimento e
namero de lesGes, bem como resposta a IDRM.

Em relacdo a PHA, foi verificado expressdo de mRNA para todas as citocinas,
apresentando diferenga significativa na expressdo de mRNA para IFN-y em pacientes quando
comparados ao grupo controle. Nao foi observado expressdo da enzima éxido nitrico sintase
em nenhum grupo analisado. A PHA, lectina de Phaseolus vulgaris, € um mitégeno policlonal
que apresenta a propriedade de ativar e induzir a proliferacdo de linfocitos humanos in vitro
(MACHADO JUNIOR el al, 2006). Dessa forma, tem sido amplamente utilizada em estudos

in vitro de ativacdo dessas celulas. Esse mitdgeno induz a mitose por um mecanismo que €
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dependente de TCR e nem todas as células T sofrem esse processo (BRELAZ, et al., 2012;
PAUL, 1999; REIS et al.,, 2009) Assim, as diferencas estatisticas ndo encontradas na
expressao das citocinas podem ser explicadas por esse fato, ou seja, 0s mitdgenos ndo
estimularam a mitose igualmente nesses grupos. Esse resultado reflete, no entanto, a
capacidade de PBMCs de pacientes e controles em expressarem mRNA para essa citocinas na
presenca de estimulo mitogénico. Esse tipo de analise é importante para avaliar a capacidade
celular de resposta frente a antigenos inespecificos, e serviu como controle positivo para o
nosso estudo (SUNI et al., 2005).

Trabalhos anteriores, realizados por nosso grupo, com as fracdes antigénicas soltivel e
insolivel de L(V.) braziliensis demonstraram que o soro de pacientes com LTA ativa,
pacientes pos-tratamento e pacientes curados espontaneamente foram capazes de reconhecer
antigenos da fracao antigénica soluvel (30 kDa) e insolivel (19 kDa). Diante dos resultados,
sugeriu-se que esses antigenos poderiam ser utilizados como testes diagnésticos (BRITO et
al., 2000; 2001). Em outros trabalhos, também demonstramos o potencial de estimulacdo
antigénica das fracGes solivel e insolivel de L(V.) braziliensis, e a sua capacidade de
provocar linfoproliferacdo e estimulacdo da producéo de citocinas Thl e Th2 em PBMC de
pacientes, mensuradas através de ensaios com incorporacdo de Timidina Hz e ELISA (REIS et
al., 2009; SOUZA et al., 2012; 2013).

Estudos recentes realizados pelo nosso grupo utilizando a técnica ELISA para
mensurar a producdo de citocinas, observou producdo significativa de IFN-y ¢ TNF-a em
sobrenadantes de cultura de PBMC de pacientes com LTA ativa frente as fracfes antigénicas
soluvel e insoluvel de L (V.) braziliensis quando comparados aos controles e producéo de IL-
10 em todos os grupos, sem diferenca significativa (SOUZA et al., 2012, 2013). Castellano et
al (2009), também utilizando a técnica ELISA, observaram aumento significativo na
producdo das citocinas IFN-y, TFN-a, IL-10 e IL-4 em sobrenadante de cultura de PBMC em
pacientes com leséo ativa frente a antigeno de L.(V) braziliensis.

Coutinho et al. (1998), observaram perfil misto de producdo de citocinas (IFN-y, I1L-4)
em PBMC de pacientes com LCL frente ao antigeno total de L(V.)braziliensis através da
técnica ELISA. Reis et al. (2009), através da técnica ELISA, observaram aumento na
producédo de IFN-y em PBMC de pacientes com LTA antes do tratamento quando comparados
a grupo controle frente a estimulo com antigeno soltvel de L (V.) braziliensis

Baratta-Masini et al.(2007), através da citometria de fluxo, observaram observaram
um perfil misto através da produgéo de citocinas do perfil Thl (IFN-y e TNF-a) e do perfil
Th2 (IL-10 e IL-4) em PBMC de pacientes com LCL frente ao antigeno soluvel de



68

L(V.)braziliensis quando comparados ao grupo controle . Foi observado, no entanto, aumento
na producdo das citocinas IFN-y e TNF-o ¢ aumento na concentragdo de nitrato e nitrit0 no
plasma de pacientes com LC. Bottrel (2001), através da técnica citometria de fluxo, observou
aumento na producdo de IFN-y ¢ TNF-o. em PBMC de pacientes frente ao antigeno solivel
L(V.)braziliensis quando comparados ao basal. Cérceres-Dittimar et al.(1993), através da
técnica PCR em tempo real observou elevado nivel de mRNA para IFN-y e TNF-a e baixo
niveis de expressdo de mMRNA para as citocinas IL-10 e IL-4 em pacientes com Leishmaniose
cutanea localizada. Borreau et al. (2001) observou, através da técnica PCR em tempo real,
expressdo de mMRNA para IFN-y em pacientes com LCL causada por L.guyanensis.

IFN-y ¢ TNF-a, citocinas do perfil Thl, apresentam importante papel no controle de
infeccdo por Leishmania. Essas citocinas atuam na ativagdo de macrd6fagos induzindo a
expressdo da INOS para produzir NO responsavel pela destruicdo de microrganismos
intracelulares (CUMMINGS,2010; CASTELLANO et al., 2009; ROGER, 2002). As citocinas
IL-10 e IL-4 em pacientes com LC esta associada a desativacdo macroféagica e inibicdo de
linfocitos do perfil Thl e consequentemente progressdo da doengca (BARATTA-MASINI et
al., 2007; DA CRUZ, 2002).

O presente trabalho verificou que as células dos pacientes com LTA frente ao antigeno
soluvel de L.(V) braziliensis obtiveram expressdo de mRNA para as citocinas IFN-y, TNF-a,
IL-10, com expressdo significativa das citocinas IFN-y e TNF-a em pacientes quando
comparados ao grupo controle. Nao foi observado expressdo de iNOS nos grupos analisados.
Ao observar a expressdo génica dessas citocinas em relacdo ao antigeno insoldvel também foi
verificada expressao de todas elas, com diferenca significativa na expressao de IFN-y, TNF-a
e IL-4. Ndo foi observada expressdo de iNOS nos grupos analisados. Dessa forma, podemos
sugerir que o predominio da resposta Thl é necessario para o controle do parasita e cura da
lesdo, enquanto que a simultanea presenca de citocinas IL-4 e IL-10 e provavelmente outras
citocinas regulatérias como TGF-f podem contribuir para o escape do parasita, persisténcia
da lesdo e do estimulo proinflamatério (CASTELLANO et al.., 2009).

Ao correlacionar a expressdo génica das citocinas foi verificado correlacdo positiva
com diferenca significativa entre as citocinas TNF-a ¢ IL-10 em relagdo ao antigeno sollvel
de L(V.).braziliensis. Diaz et al. (2010), avaliou as inter-relacfes entre a expressdo génica de
fatores de transcricdo que regulam a diferenciacdo de células T e a expressdo génica e
secrecdo de citocinas através de PCR quantitativa em tempo real, e producdo de citocinas
através da técnica CBA (Cytometric Bead Array CBA ) e citometria de fluxo, respectivamente

durante a infeccdo assintomatica, doenga crénica, recidivas e em pacientes que apresentaram
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resolucdo das ultimas manifestacfes clinicas as quais foram acometidos. Esse trabalho
observou, sem fazer distingdo da caracteristica clinica da doenca, correlacdo positiva na
producéo de citocinas TNF-a e IL-10. Antonelli et al. (2004), utilizando a citometria de fluxo
para identificar diretamente a subpopulacdo de linfécitos produzindo citocinas
imunorregulatérias em LC em humanos causada por L (V.) braziliensis notou que a producéo
de IL-10 por linfocitos CD4" ndo esta associada com baixa producio de IFN-y e TNF-a. Ao
invés disso, observou-se uma correlagcdo positiva indicando a coordenada regulacdo na
frequéncia de células T produzindo citocinas capazes de ativar a atividade leishmanicida e de
produzir citocinas regulatorias . Essa producdo de IL-10 pode ser de suma importancia na
imunorregulacdo da forte resposta proinflamatéria exercida pelas citocinas IFN-y e TNF-a
contra Leishmania, pois embora essa citocina esteja envolvida no controle da infeccdo, sua
superproducéo pode contribuir para o dano tecidual e a formacao da ulcera (ANTONELLLI, et
al., 2004; CASTELLANO et al., 2009; REIS et al., 2009). Dessa forma, esses dados suegrem
que os pacientes do presente estudo estejam apresentando uma imunoregulacdo ativa da sua
resposta inflamatoria.

Ao comparar a expressao génica para as citocinas IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-4 e da
enzima iNOS frente aos antigenos soluvel e insolavel de L.(V) braziliensis no grupo de
pacientes, observou-se que a fracdo antigénica insoluvel estimulou uma maior expressao
génica as citocinas IFN-y, TNF-a. N&o foi observado diferenca na expressédo de I1L-10 e IL-4
frente as fracGes antigénicas utilizadas. Telino et al. (2005), buscando identificar moléculas
antigénicas para a identificacdo de novas subunidades candidatas a vacinas e alvos para a
imunoterapia avaliou a capacidade de obter uma resposta imune especifica em PBMCs de
pacientes com LTA ativa frente ao antigeno total de L. (V.) braziliensis e de L.(L.)
amazonensis, e frente as fracdes antigénicas soluvel e particulada de L.(L.) amazonensis
utilizando a técnica de ELISA. Esse estudo verificou que todos os antigenos foram capazes
de estimular a producdo de IFN-y. Em relacdo aos antigenos de L.(L.) amazonensis observou
que houve uma maior producdo de IFN-y e IL-10 frente ao antigeno total quando comparado
com o antigeno soluvel do parasita e que ndo foi observado diferenca na producdo dessas
citocinas quando comparados ao antigeno particulado de L.(L.) amazonensis. Por ser
constituido predominantemente por fragmentos de membrana, o antigeno total de L.(L.)
amazonensis foi capaz de induzir de maneira mais eficiente a resposta imune inata e
adaptativa quando comparados a fracdo antigénica soltvel do parasita formado por granulos

lipidicos e proteinas do parasita.
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Em relacéo as fracOes antigénicas soltvel e insoltvel de L. (V.) braziliensis utilizadas
no presente estudo sugere-se que o antigeno insoluvel, constituido de fragmentos de
membrana do parasita, seja mais imunogénico que o soluvel, formado por proteinas do
citoplasma do parasita, o que justifica a diferenca de expressdao génica entre as formas
antigénicas. Além disso, pode haver nesses pacientes um maior nimero de populacdes
celulares com meméria imunoldgica para os componentes do antigeno insoltvel de
L.(V).braziliensis. Dessa forma, sugere-se que a fracdo antigénica insoltvel seja uma possivel
molécula antigénica para a identificacdo de novas subunidades candidatas a vacinas e alvos
para a imunoterapia, sendo necessarios, no entanto, estudos complementares visando
entender quais moléculas, dentro dessa fracdo, estdo sendo capazes de estimular uma resposta
imune especifica em pacientes com LTA ativa.

Durante a infecgdo por Leishmania, os macrofagos funcionam como importantes
celulas efetoras no controle e eliminagdo dos parasitos. A producdo de IL-12 por células
dendriticas e macréfagos induz as células T e NK a produzirem IFN-y. Sob acdo desta
citocina, os macrofagos, produtores de TNF-a, sdo ativados e induzidos a liberar 6xido nitrico
(BARATTA-MASINI et al., 2007; REIS et al.,2009; KEDZIERSKI, 2010)

A enzima Oxido nitrico sintase induzida (iNOS ou NOS-II) é ativada através de
estimulos imunoldgicos como as citocinas IFN-y e TNF-a. Essas citocinas atuam induzindo a
expressdo de oOxido nitrico sintase que atua na oxidacdo de um dos dois nitrogénios da L-
arginina que é convertida em L-citrulina e producdo de NO, importante agente microbicida
responsavel pela morte de parasitas. Este gas inorganico possui funcdo efetora na resposta
imune contra patdgenos, e por ser uma molécula instavel, decompde-se entre seis e trinta
segundos. A partir deste evento surgem produtos finais mais estaveis, como o nitrito (NO2-).
Este tem sido utilizado na deteccédo indireta do NO através da reacdo colorimétrica de Griess
(DUSSE, 2003; HORTA et al.2012).

Baratta-Masini et al.(2007), atraves do método de Griess, observou aumento de
nitratos e nitrito no plasma de pacientes com Leishmaniose cutanea localizada. Outro estudo
anterior analisando bidpsias de pacientes com LCL através da técnica de imunohistoquimica
observou aumento expressdo da enzima iINOS em bidpsias de pacientes com pegueno
namero de parasitas. Este estudo anterior realizado pelo mesmo grupo analisando bidpsias de
pacientes com LTA in situ também observou aumento da producdo de IFN-y e TNF-a em
relacdo a producdo de IL-4 , além de baixos niveis de IL-5 e IL-10 (QADOUMIN et al.,

2002). Considerando o fato que essas citocinas descritas promovem uma ampliagdo na-
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regulacéo de INOS, esse estudo sugere que 0 aumento da expresséo da enzima iINOS na lesdo
desses pacientes tenha sido mediado por essas citocinas.

Green et al. (1994), realizaram ensaios in vitro analisando a atividade antimicrobiana
de macr6fagos contra L. major e identificacdo de quais citocinas estdo envolvidas na
regulacéo da producéo de NO. Esse trabalho anterior observou que o parasita induz a ativagéo
do gene para TNF-a e a produgdo dessa citocina ¢ aumentada pela presenga de IFN-y. TNF-a
atua através de sinal autocrino para ampliar a inducdo da acdo de IFN-y em induzir a
producdo de NO. Em contrapartida, o parasita atua na ampliacdo da regulacdo da producéao de
TGF-B, que atua bloqueando a agédo de IFN-y sobre a produgao de NO. No entanto, a indugio
de TGF- B ou TNF-a depende da presenga e quantidade de IFN-y no momento da infecgao.

No presente estudo, foi observado aumento da expressdo de IFN-y e TNF-a, no
entanto ndo se observou expressdo de INOS em nenhum grupo analisado. Esse achado pode
ser explicado pelo fato de no momento da cultura ter havido aumento da producéo de oxido
nitrico e esse aumento pode ter exercido um realimentagdo negativa, um mecanismo
autorregulatério de inibicdo da enzima para que ndo haja produgdo de NO em excesso e leséo
tecidual (BOGDAN, 2001). Outro aspecto a ser considerado € o fato de a Leishmania ter a
capacidade de direcionar a diferenciacao das células T para uma resposta do tipo Th2, levando
a persisténcia da infeccdo (REIS et. al., 2006). Dessa forma, a expressao de citocinas do perfil
Th2 (IL-10 e IL-4) e a presenca da citocina TGF-, pertencente ao perfil Th3, podem atuar na
inibicdo da diferenciacdo de linfocitos T CD4" do perfil Thl e na inibicdo da producio de
IFN-y e TNF-a, consequentemente, inibindo a expressdo da iNOS, que por isso nao foi
detectada nesse estudo (ANTONELLI et al., 2004; COUTINHO,1998; DA CRUZ et al.,
2002; BARATTA-MASINI et al., 2007; GREEN,1994; BOGDAN, 2001). Além disso, a
citocina IL-4 promove a ativacdo alternativa de macréfagos e inducdo da producdo de
arginase | (BITTAR et al., 2007). Essa enzima compete pelo mesmo substrato da iINOS e
metaboliza a L-arginina em uréia e no aminoacido ornitina. Esse aminoacido é a fonte
intracelular para sintese de poliaminas necessarias para o crescimento do parasita (HORTA et.
al., 2012; CHOI-KROPT, 2009). Dessa forma, a presenca de IL-4 e a producdo de arginase |
pode ter influenciado na expressao da iINOS.

Em relacdo a IL-10, foi observado expressdo de mRNA para essa citocina em ambos
0s grupos frente as fracdes antigénicas soluvel e insolivel de L.(V).braziliensis sem diferenca
significativa entre eles. Embora a resposta Thl seja benéfica, o controle da resposta
inflamatoria € essencial para a cura da doenca. A producéo de IL-10, inicialmente relacionada

apenas ao favorecimento da sobrevivéncia do parasita no hospedeiro através da desativacdo
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macrofagos infectados pelo parasita e inibicdo da produgdo de citocinas do perfil Thl, pode
representar um contrabalan¢o necessario para a resolugdo da doenca (ANTONELLI et al.,
2005; CASTELLANO et al.,, 2009;BARATA-MASINI et al.,2007; REITHINGER,2007;
GOMES-SILVA et al., 2007; SOUZA et al., 2012; 2013).

Considerando a citocina IL-4 foi observada expressao significativa dessa citocina em
pacientes quando comparados aos controles frente a fracdo antigénica insolivel de
L(V.)brasiliensis. A IL-4, citocina que define o perfil Th2, apresenta importante papel na
desativacdo de macrofagos e na regulacdo da inducdo de células Th2, em adi¢do a inibicdo de
células Thl (BARATTA-MASINI et al., 2007; KAMALI-SARVESTANI, 2006). A IL-4
inibe o desenvolvimento da resposta Thl via numerosos mecanismos, incluindo a regulagdo
negativa da cadeia IL12RB2 e da funcdo regulatéria do fator de transcricdo T-bet, que
controla a expressdo de IFN-y ((KAMALI-SARVESTANI, 2006). Além disso, a IL-4
demonstrou aumentar o crescimento das Leishmanias induzindo a via da arginina através do
metabolismo desse aminoacido pela enzima arginase, levando a producdo de poliaminas
favorecendo o crescimento da Leishmanian (BITTAR et al., 2007; KAMALI-SARVESTANI,
2006) e foi relacionada com a persisténcia das lesdes em pacientes infectados com L. major,
sendo produzida principalmente por T CD4+ (BOTTREL et al, 2001). Dessa forma, os dados
encontrados no presente estudo sugerem que parte da populacdo desse estudo esta permitindo
a multiplicacéo parasitaria e o desenvolvimento da doenca.

N&o foi observado correlagcdo entre a resposta Thl e Th2 em relacdo ao tamanho de
lesdo. Em relacdo ao tempo de lesdo foi observado correlacdo negativa com diferenca
significativa em relacdo a expressdo de IL-4.

Louzir et al. (1995) analisando a resposta imune local em pacientes infectados com
L.major detectou IL-4 em estagios iniciais de desenvolvimento da doenca. Bourreau et al
(2003) analisando a expressdao génica de citocinas do perfil Thl/Th2 em bidpsias de
pacientes com LCL ativa causada por L.guyanensis através de RT-PCR semi-quantitativa
correlacionou o tempo para o desenvolvimento da lesdo em relacdo ao perfil de expressdo de
citocinas do perfil Thl e Th2. Esse estudo observou que em infeccdes recentes, média de 25.5
dias, hd& o predominio de resposta Th2 em bidpsias desses pacientes infectados com
L.guyanensis. Em bidpsias em que ha o desenvolvimento equivalente da resposta Thl e Th2,
0 tempo de desenvolvimento da lesdo é intermediario, 30 dias. Assim, os pacientes com LCL
em infecgbes por L. guyanensis apresentaram uma transitoria resposta Th2 em estagios

iniciais da infecgéo e posteriormente o desenvolvimento de uma resposta Thl.
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Baratta-Masini et al, (2007) avaliando o perfil de citocinas, utilizando a citometria de
fluxo, em pacientes com Leishmaniose cutanea localizada em diferentes tempos de
desenvolvimento de lesdo apds estimulacdo antigénica in vitro com antigeno solGvel de
L(V.)braziliensis observaram um distinto perfil de producdo das citocinas do perfil Thl e Th2
havendo um predominio das citocinas IL-10 e IL-4 nos estagios iniciais da infeccao.

Brelaz et al., 2012, utilizando a citometria de fluxo, observaram que PBMC de
pacientes com LTA ativa frente a estimulo com antigeno solivel e insolivel de
L.(V).braziliensis apresentaram aumento de citocinas IL-10 e IL4 em estagios iniciais da
doenca sugerindo que individuos susceptiveis, logo apds a exposicdo ao parasita,
desenvolvem uma resposta imunoldgica do tipo 2, que permite a sobrevivéncia e crescimento
parasitario e o desenvolvimento da lesdo. Com o0 avanco da doenca, essa resposta muda para
um perfil do tipo 1, ativando macrdéfagos o que leva ao controle do crescimento parasitario e
progressao da doenca. Sendo assim, € possivel que o desenvolvimento da doenca dependa de
uma desregulacdo imunoldgica temporaria durante as fases iniciais. Dessa forma, a correlacéo
negativa entre a expresséo de IL-4 e o tempo de lesdo observado no presente estudo pode ser
decorrente de uma parte da populacéo estar em fase inicial da infeccéo.

Considerando os dados clinicos dos pacientes foi observado correlagdo negativa com
diferenca significativa entre IDRM e IFN-y em relacdo ao antigeno insoluvel. Esses dados sao
contrarios a Nogueira (2008) que observou predominio da resposta Thl em IDRM de
pacientes com LC. No entanto, a IDRM pode ser considerada um reflexo do grau de
imunidade celular do pacientes apresentando maior intensidade em pacientes com imunidade
exarcerbada, como os pacientes com Leishmaniose mucocutanea (DA CRUZ, et al., 2002;
NOGUEIRA, 2008). Os pacientes com LC apresentam uma resposta imune celular especifica
bem modulada, mas com predominancia de citocinas do perfil Thl, incluindo IFN-y, o que
reflete em tendéncia a cura espontanea e resposta eficiente ao tratamento. Enquanto isso, a
LM caracteriza-se pelo exagero das respostas celulares anti-Leishmania e o pela escassez de
parasitas. Nos pacientes com LM, a IDRM é fortemente positiva, com areas de enduracao
cuténea significamente superiores as observadas em LC nos pacientes com LM, assim como a
resposta proliferativa e a produgdo de IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-5 estimuladas por antigenos de
Leishmania em cultura de células mononucleares do sangue periférico sdo significativamente
maiores que as observadas na LC. Esta resposta exacerbada do perfil Thl promove a
destruicdo do tecido onde houver depésito de particulas antigénicas. Dessa forma, a
correlagéo negativa entre IDRM e IFN-y pode ser justificada pelo fato de a LC ndo haver uma

resposta imune exacerbada e o desenvolvimento de lesdes destrutivas e multilantes que
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ocorrem nos pacientes com Leishmaniose mucocutanea (BRASIL, 2010; DA CRUZ et al.,
2002; GONTHO; CARVALHO,2003; REITHINGER, 2007).

No presente estudo também foi verificado correlacdo positiva entre a IDRM e o tempo
de lesdo. A IDRM detecta a presenca de hipersensibilidade tardia uma vez que,
imunologicamente, a LTA se caracteriza pelo aparecimento de uma resposta celular durante a
doenca e apos a cura da infecgdo, seja de forma espontanea ou apos tratamento. O teste se
torna positivo em torno de quatro meses ap0s o inicio da lesdo cuténea, mas ndo diferencia
doenca atual e pregressa (hna maioria das vezes permanece positivo ap6s 0 tratamento)
(ANDRADE et al., 2009; BRASIL,2010; GONTIJO;CARVLHO, 2003).

Em humanos, em infecgéo por Leishmania, tém sido relatados os perfis de citocinas
Thl e Th2 dependendo do antigeno utilizado, tempo de evolucdo da doenca e técnica
reportada (ALDARY et al.2000; BARATTA-MASINI,2007; CASTELLANO et al.2009;
COUTINHO et al.1998; GOMES-SILVA et al.2007; LEOPOLDO et al.2006;). No presente
estudo, foi verificado que os pacientes com LTA ativa frente ao antigeno sollivel de
L(V.)braziliensis apresentam um perfil de expressdo Thl, através da expressao significativa de
IFN-y ¢ TNF-a e expressdo de IL-10, embora sem diferenca significativa. Esse perfil sugere a
existéncia de um mecanismo imunorregulatério, havendo a formacdo de uma resposta imune
eficiente para o combate do parasita e a acdo de citocinas regulatérias permitindo a
imunorregulacdo da forte resposta proinflamatéria exercida pelas citocinas IFN-y e TNF-a
contra Leishmania, pois embora essa citocina esteja envolvida no controle da infecgéo, sua
superproducdo pode contribuir para o dano tecidual e a formacdo da uUlcera. Considerando o
antigeno insoldvel de L(V.)braziliensis observou-se um perfil misto através da expressao
significativa de IFN-y, TNF-a, IL-4 em pacientes com LTA ativa.

Estudos mostram que essas citocinas I1L-10 e IL-4 atuam inibindo a diferenciacdo de
linfoctitos Thl facilitando a multiplicacdo parasitaria e o desenvolvimento da doenca em
estagios iniciais da infeccdo. Posteriormente, ou seja, com o avanco da doenca, observa-se um
predominio de linfocito Thl e aumento das citocinas IFN-y e TNF-q, citocinas envolvidas na
ativacdo macrofagica e controle da infeccdo (BARATA-MASINI et al., 2007; BRELAZ et al.,
2012; ROCHA 1999).

No presente estudo foi verificado correlacdo positiva com diferenca significativa entre
as citocinas TNF-a e IL-4 em relacdo ao antigeno soluvel de L(V.).braziliensis e correlacdo
positiva entre as IL-10 e IL-4 frente aos antigeno soluvel e insoluvel de L(V.).braziliensis

Dessa forma, a partir das caracteristicas da populacdo do presente estudo, é notével

observar que existe um perfil misto de resposta imune tipo 1 e 2. Esse resultado pode refletir
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fenbmenos distintos a nivel individual, incluindo um perfil misto de citocinas, o que poderia
ser justificado pelo tempo de lesdo de um subgrupo da populacéo de estudo (BRELAZ et al.,
2012; BARATA-MASINI et al., 2007; REIS et al., 2009; ROCHA 1999).

Assim, observa-se que a leishmaniose cutdnea humana ativa estd associada a uma
resposta do tipo Thl multifacetada, regulada com componentes que irdo ajudar na ativacéo
dos macréfagos para a ativacdo das atividades leishmanicida, bem como citocinas, que
ajudam no controle desta resposta. Outros tipos celulares e citocinas também vém sendo
apontados comum papel importante na imunorregulacdo de doengca humana, incluindo as
subpopulagdes Th17 e Treg, alguns dos quais tém sido investigados em modelos humanos e
animais da doenga (GOLLOB et al., 2008). O esclarecimento do papel que estas populacdes
desempenham na protecdo e patologia €, portanto, claramente importante para a compreensao

da regulacdo global de mecanismos da leishmaniose cutanea em humano.



7. CONCLUSOES

1. Em pacientes provenientes de &reas endémicas do Estado de PE, o diagndstico da
LTA foi realizado com base nos critérios clinicos e laboratoriais. Em relacdo aos
mediadores da RI, observou-se a expressdo génica de citocinas de ambos os perfils
(Thl e Th2), sugerindo um equilibrio ou uma imunoregulagéo frente aos estimulos
analisados.

2. Entre as fragOes antigénicas analisadas, o antigeno insoltvel foi mais imunogénico
porém, um maior equilibrio Th1/Th2 foi observado frente ao antigeno soluvel.
Sendo necessario mais estudos para determinagdo da fracdo antigénica candidata a

Imunoterapia e a producédo de vacina.
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8. PERSPECTIVAS

1. Awvaliar as respostas Thl e Th2 em pacientes durante e apds o tratamento, além dos
curados espontaneamente, utilizando as fracGes antigénicas de Leishmania através da
PCR quantitativa em tempo real.

2. Auvaliar as respostas Th17 e T, em pacientes antes, durante e apds o tratamento, além
dos curados espontaneamente, utilizando as fracfes antigénicas de Leishmania através
da PCR quantitativa em tempo real.

3. Avaliar diferentes polimorfismos em vias de mediadores imunolégicos em pacientes
comLTA.

4. Avaliar a producéo de proteinas referentes ao alvos imunoldgicos avaliados atraves de
Western Blot.
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Apéndice A

(:,: Fundacgdo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

Centro de Pesquisas FIOCRUZ
AGGEU MAGALHAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Grupo Paciente

Projeto: “Caracterizacio da resposta imune celular em pacientes portadores de Leishmaniose
Tegumentar Americana ativa e apos a cura clinica”.

B, oo , concordo em participar
voluntariamente neste projeto que sera desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da
Fundacdo Oswaldo Cruz (CPQAM/FIOCRUZ). Fui informado que o objetivo principal do referido
projeto é a investigacao da resposta imunoldgica dos pacientes com leishmaniose tegumentar ativa, e
apos a cura clinica espontanea ou apés tratamento quimioterapico.

Como fago parte do grupo de pacientes, serei submetido a coleta de 40 ml de sangue venoso antes e 40
ml de sangue venoso apds a cura clinica espontanea ou apés tratamento quimioterapico e a exames que
incluirdo a pesquisa direta; puncdo aspirativa e biépsia da borda da lesdo ativa. Todo procedimento
sera realizado com material estéril descartavel e por profissionais de saude de reconhecida capacidade
para executar os procedimentos, podendo ser considerado isento de riscos.

Esse trabalho trard grande beneficio, pois indicara se componentes do sistema imunol6gico poderdao
ser usadas como marcadores da resposta terapéutica e se outras células do sistema imunol6gico
participam na evolugdo clinica de pacientes com leishmaniose tegumentar americana em Pernambuco.
Antes de minha participacdo no referido projeto, fui incentivado a pedir esclarecimento adicional que
julgasse necessario, esclarecido por um participante do projeto. Estou ciente que poderei recusar ou
retirar meu consentimento, em qualquer momento da investigacdo, sem qualquer punicdo ou prejuizo.
Autorizo a Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) a utilizacdo das informacGes obtidas através
dos resultados dos procedimentos em reunides, congressos e publicacdes cientificas preservando, neste
caso, a minha identidade. Autorizo, também que o CPgAM/FIOCRUZ podera estocar amostra
bioldgica para posteriores estudos.

Estou ciente que este documento é feito em duas vias, ficando uma em posse do participante e a outra
com a equipe.

Assinatura do paciente ou menor data
Assinatura do responsavel data
Assinatura do médico responsavel — CPgAM/FIOCRUZ data

Endereco profissional: Ambulatdrio de Dermatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), Av. Moraes Régo, s/n°, Recife, fone: (81) 34215003.

Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego,
s/n, Cidade Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, Recife — PE, Brasil. Tel.: (081) 3301
2500; Fax: (081) 3453 2449; http://www.cpgam.fiocruz
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Apéndice B

W Fundacgédo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

S

Centro de Pesquisas FIOCRUZ

AGGEU MAGALHAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO — Grupo Paciente menor de 18
anos

Projeto: “Caracterizagdo da resposta imune celular em pacientes portadores de Leishmaniose
Tegumentar Americana ativa e ap6s a cura clinica”.

B, o , concordo que meu filho
......................................................................................... participe voluntariamente neste projeto que
sera desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundagdo Oswaldo Cruz
(CPgAM/FIOCRUZ). Fui informado que o objetivo principal do referido projeto € a investigacdo da
resposta imunoldgica dos pacientes com leishmaniose tegumentar ativa, e ap6s a cura clinica
espontanea ou apds tratamento quimioterapico.

Como fago parte do grupo de pacientes, serei submetido a coleta de 40 ml de sangue venoso antes e 40
ml de sangue venoso apds a cura clinica espontanea ou ap6s tratamento quimioterapico e a exames que
incluirdo a pesquisa direta; puncdo aspirativa e bidpsia da borda da lesdo ativa. Todo procedimento
sera realizado com material estéril descartavel e por profissionais de satde de reconhecida capacidade
para executar os procedimentos, podendo ser considerado isento de riscos.

Esse trabalho trara grande beneficio, pois indicara se componentes do sistema imunoldgico poderdao
ser usadas como marcadores da resposta terapéutica e se outras células do sistema imunolégico
participam na evolucdo clinica de pacientes com leishmaniose tegumentar americana em Pernambuco.
Antes de minha participacdo no referido projeto, fui incentivado a pedir esclarecimento adicional que
julgasse necessario, esclarecido por um participante do projeto. Estou ciente que poderei recusar ou
retirar meu consentimento, em qualquer momento da investigacdo, sem qualquer punigdo ou prejuizo.
Autorizo a Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ) a utilizacdo das informagdes obtidas através
dos resultados dos procedimentos em reunides, congressos e publicacdes cientificas preservando, neste
caso, a minha identidade. Autorizo, também que o CPgAM/FIOCRUZ podera estocar amostra
bioldgica para posteriores estudos.

Estou ciente que este documento é feito em duas vias, ficando uma em posse do participante e a outra
com a equipe.

Assinatura do paciente ou menor data
Assinatura do responsavel data
Assinatura do médico responsavel — CPgAM/FIOCRUZ data

Endereco profissional: Ambulatério de Dermatologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Av. Moraes Régo, s/n°, Recife, fone: (81) 34215003.

Departamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego,
s/n, Cidade Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, Recife — PE, Brasil.
Tel.: (081) 3301 2500; Fax: (081) 3453 2449; http://www.cpgam.fiocruz.
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Apéndice C

Qj Fundacdo Oswaldo Cruz, Ministério da Saude

Centro de Pesquisas FIOCRUZ
AGGEU MAGALHAES

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Grupo Controle

Projeto: “Caracterizacdo da resposta imune celular em pacientes portadores de Leishmaniose
Tegumentar Americana ativa e ap6s a cura clinica”.

B, o e concordo em participar
voluntariamente neste projeto que sera desenvolvido no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes da
Fundacdo Oswaldo Cruz (CPgAM/FIOCRUZ). O objetivo principal do referido projeto é a
investigacdo da resposta imunoldgica dos pacientes com leishmaniose tegumentar ativa, e ap6s a cura
clinica espontanea ou ap6s tratamento quimioterapico. Eu farei parte do grupo controle, ou seja, grupo
de individuos que ndo apresentam a doenca e que servirdo de comparacao com os individuos doentes.
Serei submetido a uma Unica coleta de 40 ml sangue venoso.

Todo procedimento sera realizado com material estéril descartavel e por profissionais de satde de
reconhecida capacidade para executar os procedimentos, podendo ser considerado isento de riscos.
Esse trabalho trara grande beneficio, pois indicara se componentes do sistema imunolégico poderdo
ser usadas como marcadores da resposta terapéutica e se outras células do sistema imunol6gico
participam na evolucéo clinica de pacientes com leishmaniose tegumentar americana em Pernambuco.
Antes de minha participacao no referido projeto, fui incentivado a pedir esclarecimento adicional que
julgasse necessario, esclarecido por um participante do projeto, sobretudo em relacéo a importancia do
grupo controle. Estou ciente que poderei recusar ou retirar meu consentimento, em qualquer momento
da investigacdo, sem qualquer punicdo ou prejuizo. Autorizo a Fundacdo Oswaldo Cruz
(CPgAM/FIOCRUZ) a utilizacdo das informacdes obtidas atraves dos resultados dos procedimentos
em reunides, congressos e publicacdes cientificas preservando, neste caso, a minha identidade.
Autorizo, também que o CPgAM/FIOCRUZ poderd estocar amostra bioldgica para posteriores
estudos.

Estou ciente que este documento é feito em duas vias, ficando uma em posse do participante e a outra
com a equipe.

Assinatura do voluntario data
Assinatura do responsavel data
Assinatura do médico responsavel — CPgAM/FIOCRUZ data

Endereco profissional: Ambulatorio de Dermatologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Av. Moraes Régo, s/n°, Recife, fone: (81) 34215003.

aapartamento de Imunologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, FIOCRUZ, Av. Moraes Rego,
s/n, Cidade Universitaria, Cx. Postal 7472, CEP: 50670-420, Recife — PE, Brasil.Tel.: (081) 3301
2500; Fax: (081) 3453 2449; http://www.cpgam.fiocruz
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Apéndice D

Ficha do Paciente

104

Cadigo Interno
Nome:
Localidade:
Anos de exposicao: Data de Nascimento: Sexo:
Profissao:
Coleta de Sangue AT: Coleta de Sangue PT: __ /[
Evolucéo da doenga AT: Evolugéo da doenga PT:
Forma Clinica AT: Forma Clinica PT:
No. de Les6es/Local/Tamanho (cm): No. de LesBes/Local/Tamanho (cm):
NUmero de Ampolas Utilizadas no Tratamento:
Coleta Resisténcia: /| Coleta Recidiva/Nova Infecgdo: /| [
OBS: OBS:
Ensaios Realizados
Cultura p/ sobrenadante (tempo): Armazenado (local):
Ensaios realizados com sobrenadante:
Células para RT gPCR (tempo): Armazenado (local):
SintesedocDNA: /[ Armazenado (local):
Ensaios realizados com o cDNA:
Cultura p/ Citometria de fluxo: Pop. estudadas:
Citometria de fluxo ex vivo(marcadores):
Armazenamento Sangue EDTA (qgtd/ml): Armazenado (local):
Extracdode DNA: __ /[ Ensaio realizado:
Soro (local/qtd): Plasma (local/qgtd):
Diagndstico com Citometria: AT 1laPT 2aPT 3aPT 4a PT 5a PT 10a
PT
Bidpsia (local): Ensaio realizado:
Testes Diagnosticos:
IDRM: | IFI: PCR: Pesquisa
Direta:
Puncéo Isolamento:
Aspirativa:
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Anexo A

At }.:"N”AGL\[ HAES - Mimistéria da S

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO CPqAM/FIOCRUZ

Titulo do Projeto: “Caracterizagdo da resposta imune celular em portadores de
Leishmaniose Tegumentar Americana ativa e apds cura clinica.”

Pesquisador responsavel: Valéria Rego Alves Pereira

Instituicdo onde se realizara o projeto: CPgAM/FIOCRUZ

Data de apresentagdo ao CEP: 21/11/2005

Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 60/05

Registro no CAEE: 0757.0.095.000-05

PARECER

O Comité avaliou as modificacdes introduzidas e considera que os
procedimentos metodolégicos do Projeto em questdo estdo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo
com o Cédigo de Etica, resolugdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua ultima formatagdo
apresentada ao CEP, bem como o modelo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido-TCLE apresentado. Este parecer tem validade até 08 de marco de 2009
e em caso de necessidade de renovacdo do Parecer, encaminhar relatério e
atualizag&o do projeto.

Recife, 08 de margo de 2006

Dr® Ana Meria Aguiar dos Santos

H Médica

{ Coordenagho 5

i lcepiCPaAMIFIOCRU
Observagiio:

® O referido parecer foi extraido do projeto, de modo quc a analise dos pareceristas h:lscou u: nos fatos nele apresentados. Assim,
quaisquer modificagdes realizada pelo P avel por esla identificado nas Folhas de
Rosto ¢ no Corpo do Projeto e nio submetida & nova lvlli.v;ln a este C nﬂE de ".ﬁrn em Pesquisa (CEP/CPqAM), estari
do total p bilidade pelo d primento da Legislagiio vigente que trata do assunto Hu‘s em Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos. ¢ demais codigos Civis e Penais que garantam a protegdo a vida b ¢ a cidad daqueles que

se fesados em quaisquer um de seus direitos.

® O pesquisador responsivel deveri enviar a0 CEP um relatorio anual sobre o andamento do projeto.

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s'n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: OXX81 4531911 - CEP; S0670-420
Recife - PE - Brasil - htp:t/www.cpgam.fiocruz e
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Anexo B

A

. -

Comité de Etica
em Pesquisa

- DECLARACAO

Declaro para devidos fins que o projeto 60/05 -
“Caracterizacdo da resposta imune celular em
portadores de leishmaniose tegumentar americana
ativa apds cura clinica”, aprovado neste comité em marco
de 2006, tem a sua solicitagdo de prorrogacdo do Parecer

de Aprovagéac concedida por mais trés anos.

Recife, 08 de setembro de 2009.
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